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RESUMEN
El objetivo de esta tesis de Maestria en Medicina Veterinaria 'y Zootecnia fue
comparar a través de un estudio de caso tres protocolos en un programa de
sincronizacion de estros y transferencia de embriones a tiempo fijo (TETF)
para seleccionar el que mejor porcentaje de gestacion (PG) produzca. De un
hato de 60 hembras promedio con encaste cebuino en una explotacién
extensiva, se seleccionaron mediante palpacion transrectal un grupo de
hembras vacias por afio (2009, 2010, 2011), incluidas hembras lactantes en
anestro y no lactantes ciclando. A las cuales se les aplic6 uno de tres
protocolos (A, B, C) en un programa de TETF. En el A (n=25), las receptoras
con una CC de 2.5 promedio, recibieron el dia 0 un implante auricular de 3
mg de norgestomet (N) mas 3 mg de Ny 5 mg de valerato de estradiol (VE)
i.m. El dia 9 se retir6é el implante. El dia 10 se toma como el dia del celo. El
dia 17 se transfirieron 20/25 (80%) vacas que presentaron CL, con embriones
obtenidos in vivo (grado 1, estadios 6 y 7) congelados en glicerol de la raza
Blonde D’Aquitaine. En el B (n=20), las receptoras con una CC de 25
promedio, recibieron el dia 0 un dispositivo intravaginal de 1.9 gr. de
progesterona (CIDER), 2 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE). El dia 8 se
retir6 el CIDER, méas 0.15 mg i.m. de prostaglandina F2a (PGF2a). El dia 9, 1
mg i.m. de BE. El dia 10 se toma como el dia del celo. El dia 17 se
transfirieron 16/20 (80%) vacas que presentaron CL, con embriones
obtenidos in vivo (grado 1, estadios 6 y 7) congelados en glicerol de la raza
Brangus Negra. En el C (n= 25), las receptoras tuvieron una CC de 2.8
promedio, se suplementé desde treinta dias antes del inicio del protocolo
con 2 Kg de concentrado con 18% de proteina cruda (PC), 80 g de sales
minerales: Mg, Ca, P, Na; 40 ml de aceite de maiz, diariamente y hasta la
fecha del diagndstico de gestacion; recibieron el dia 0 CIDER, 1 mg i.m. de
BE, 35 mg Selenio/350 mg vitamina E i.m. El dia 8 se retiré el CIDER, 0.15 mg
i.m. PGF2a, 300 u.i. i.m. de gonadotropina coridnica equina (eCG). El dia 9,
0.5 mg i.m. de BE. El dia 10 se toma como el dia del celo. El dia 17 fueron
transferidas 23/25 (92%) vacas que presentaron CL, con dos embriones
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obtenidos in vitro (grado 1, estadios 7 y 8) frescos de la raza Hereford. Para
el analisis estadistico se aplicé la prueba “t” para proporciones, para ello se
utiliz6 el programa Micro-STAT en su versiéon 1.1, comparando tres
protocolos de TETF basandose en el PG, se obtuvieron: 35%, 18.75% vy
56.52%, con los protocolos A, By C (P <0.01), respectivamente. Se concluye
gue el tercer protocolo aplicado en el afio 2011 en un programa de TETF en
receptoras Bos indicus x Bos taurus en el tropico humedo mexicano es el
gue mayor porcentaje de gestacion produce.

Palabras claves: sincronizacion, estro, transferencia embrionaria, Bos

indicus x Bos taurus, porcentaje de gestacion.
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ABSTRACTS
The objective of this master's thesis in veterinary medicine and animal
husbandry was through a case study comparing three protocols in a
programme of embryo transfer and synchronization of estrus in time fixed
(TETF) to select the one best percentage of gestation (PG) produce. Of a
group of 60 females average with Bos indicus x Bos taurus in an extensive
operation, selected by means of transrectal palpation a group of non-
pregnant females per year (2009, 2010, 2011), including nursing in anoestrus
and non nursing females cycling. To which one of three protocols (A, B, C) in
a FTET program was applied to them. In the A (n=25), the recipients with one
CC of 2.5 average, received norgestomet (N) ear implant of 3 mg plus 3 mg of
N and 5 mg of valerato of estradiol (EV) i.m. on day 0. On day 9 retired
implant. Day 10 is considered the day of oestrus. Day 17 20/25 (80%) cows
that displayed CL, with embryos obtained in vivo transferred themselves
(degree 1, stages 6 and 7) frozen in glycerol of the race Blonde D Aquitaine.
In the B (n=20), the recipients with one CC of 2.5 average, received day 0 an
intravaginal device of 1.9 gr. of progesterone (CIDER), 2 mg i.m. of benzoate
of estradiol (EB). Day 8 retired the CIDER, 0.15 mg i.m. of F2a prostaglandin
(PGF2a). Day 9, 1 mg i.m. of EB. Day 10 is considered the day of oestrus. Day
17 16/20 (80%) cows that displayed CL, with embryos obtained in vivo
transferred themselves (degree 1, stages 6 and 7) frozen in glycerol of the
race Brangus. In the C (n= 25), the recipients had one 2.8 CC of average,
each cow supplement from thirty days before the beginning of the protocol
with 2 kg of concentrated with 18% of crude protein (CP), 80 g of mineral
salts: Mg, Ca, P, Na; 40 mililiter of corn oil, daily and to date of diagnose of
gestation; they received day 0 a CIDER, 1 mg i.m. of EB, 35mg Selenio/350mg
vitamin E i.m. Day 8 retired the CIDER, 0.15 mg i.m. PGF2a, 300 u.i. i.m. of
equine chorionic gonadotrophin (eCG). Day 9, 0.5 mg i.m. of EB. Day 10 is
considered the day of oestrus. Day 17 23/25 (92%) cows that displayed CL,
with two embryos obtained in vitro (degree 1, stages 7 and 8) fresh of the
Hereford race were transferred. For the statistical analysis test “t” for

v
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proportions was applied, for it was used the Micro-STAT program in its
version 1.1, comparing three protocols of FTET using the GP. The obtained
PG were: 35%, 18.75% and 56.52%, with the protocols A, B and C (P < 0.01),
respectively. One concludes that the third protocol applied in 2011 in a
program of receptions TETF in Bos indicus x Bos taurus in the Mexican
humid tropic is the one that greater percentage of gestation produces.

Keywords: synchronization, oestrus, embryonic transference, Bos indicus x

Bos taurus, percentage of gestation.
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1.- INTRODUCCION

Es una realidad histérica el retraso tecnoldgico en el cinturdn tropical del
mundo entero, y México no es la excepcion. La falta de infraestructura en las
principales ciudades del sureste mexicano magnifica las carencias que se
presentan en villas y poblados esparcidos a lo largo y ancho de ambas
costas. Su crecimiento del producto interno bruto (PIB) primario es del 1.5%
contra el 3.0% del resto del pais y los estados tropicales presentan el menor
nivel de competitividad (del Castillo. 2011).

Desde el punto de vista de la distribucion de la pobreza a nivel nacional, la
entidad con mayor incidencia de pobreza alimentaria es el estado de
Chiapas, donde el 47% de la poblacién se encuentra en esta situacion. Le
siguen los estados de Guerrero con 42%, Oaxaca con 38.1%, Tabasco con
28.5% y Veracruz con 28% La situacion de la pobreza de capacidades es
practicamente la misma que para la alimentaria. En primer lugar se
encuentra Chiapas con 55.9%, le sigue el estado de Guerrero que reporta
50.2% y Oaxaca con 46.9%. De acuerdo con estas estimaciones, los estados
con mayor pobreza de patrimonio son Chiapas, Guerrero y Oaxaca, con
75.7%, 70.2% y 68%, respectivamente. A nivel municipal, la mayor incidencia
de pobreza se concentra en los municipios de los estados del sur y sureste
del pais (Plan Nacional de desarrollo. 2007-2012). En el Sur-Sureste se
ubican 210 de los 300 municipios mas marginados del pais (del Castillo.
2011).

Esta desigualdad, expresada en la dimension de la salud de las personas,
puede observarse también entre regiones. Por ejemplo, en 2006 la tasa de
mortalidad infantil en Guerrero fue cercana a 25 por cada mil nifilos nacidos.
En 2005, el porcentaje de muertes en menores de cinco aflos causadas por
enfermedades infecciosas fue de 24% en Chiapas (Plan Nacional de
desarrollo 2007-2012). Asimismo, en Meéxico, cinco millones 393 mil 665

personas son analfabetas, lo que representa el siete por ciento del total de la
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poblacion mayor de 15 afios, las mayores tasas de falta de instruccién se
registran en los estados de Chiapas, Oaxaca y Guerrero, con el 16 al 17 por
ciento. Esta condicién, es mas marcada entre las mujeres, pues del total, el
61 por ciento corresponde a este género (Canales. 2011).

Una de las causas de la desnutricion, reconocida por la Organizaciéon de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) es la falta de
acceso a los alimentos. La imposibilidad de acceder a ciertos productos
basicos y complementarios, sobre todo en las localidades marginadas y de
dificil acceso (Plan Nacional de desarrollo. 2007-2012), se asocia a la
presencia de desnutricion y mala alimentacion para cientos de miles de
familias mexicanas que habitan en estos lugares (CONEVAL. 2009).

En México practicamente toda la ganaderia ha sufrido un retroceso a partir
de las politicas restrictivas de 1982-1986 y continuadas en el siguiente
sexenio, los datos del INEGI del censo de 1991 muestran la disminucion del
inventario de los rumiantes con mermas mayores al 40% en el total de los
semovientes.

Esto se refleja en la disminucién del consumo per céapita del mexicano de
carne de res, de 40 kg en 1982 a 34.4 kg en 1992 (Galina 'y Guerrero. 1993).

El sector ganadero en México ha estado tradicionalmente dominado por los
bovinos. En la actualidad la produccién de carne, es la actividad mas
diseminada en el medio rural, pues se realiza sin excepcién en todas las
regiones ecologicas del pais y aun en condiciones adversas de clima
(SAGARPA. 2005). La produccidon de ganado bovino en México se desarrolla
bajo diferentes contextos agrocliméticos, resumiéndose en tres principales
regiones ecologico-ganaderas: norte, centro y sur (FAO-SAGARPA. 2001).

La ganaderia en México se localiza en tres zonas ecologicas:

La primera en el norte &rido y semiarido, con 27% del hato nacional (Galinay
Guerrero. 1992), y 30% del hato carnico nacional (SIAP. 2004) y con una tasa
de crecimiento de 1960 a 1980 del 1.4% (Galina y Guerrero. 1992). Su
produccion se orienta principalmente a la ganaderia de carne y la
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exportacion de becerros en pie, castrados y libres de brucelosis y
tuberculosis hacia los E.U. (SAGARPA. 2005).

La segunda en el trépico humedo y seco, con 42% de las cabezas del hato
nacional (Galina y Guerrero. 1992) y 44% del hato céarnico nacional (SIAP.
2004); y con una tasa de crecimiento de 1960 a 1980 del 3% (Galina y
Guerrero. 1992). La produccion vacuna en el sur de México estd mas
claramente dirigida hacia la carne que en el resto del pais (Galina y Arthur.
1989). Es una zona natural proveedora de becerros para engorda y
finalizacién en corrales, asi como de carne en canal para abasto del DF y
area metropolitana (Améndola. 2002).

La tercera zona templada-centro con 31% segun Galinay Guerrero en 1992y,
26% del hato nacional segun el SIAP en 2004, y con una tasa de crecimiento
de 1960 a 1980 del 2.5% (Galina y Guerrero. 1992). La produccion de leche es
el principal sistema, aunque en las ultimas décadas esta region produjo el
27% de la carne vacuna nacional al engordar y finalizar becerros
provenientes de las otras regiones (Améndola. 2002).

México tiene en su territorio un 25% de area clasificado como zona con clima
tropical tanto seco como humedo (INEGI. 1990). En estas zonas, la
precipitaciéon pluvial ejerce su efecto sobre el animal en forma indirecta: por
un lado incide en la disponibilidad de alimento y por el otro influye en la
humedad atmosférica que a su vez incide en el animal (Vélez et al., 2002).

La fertilidad bovina es objeto de numerosas investigaciones en Ciencias
animales, sobre todo porque la fertiidad de las vacas lecheras ha
disminuido durante las ultimas décadas (Boer et al., 2011). Asimismo, una
consecuencia no deseada de mayor tolerancia a las presiones ambientales
ha producido una disminucién en la productividad y la precocidad de vacas
cebles (Nogueira. 2004; Solano et al., 2005). La regulacion del celo es
controlada por la compleja interaccion de diversos érganos y hormonas. El
comportamiento reproductivo del ganado bovino es distinto en las diferentes
razas, en distintos climas y en distintos sistemas de explotacion. El
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pardmetro reproductivo mas importante es el Intervalo entre partos (IEP).
Hafez and Jainudeen (1974) consideran que es de 13 meses. Nueve ranchos
de doble propésito en el trépico seco promediaron 439 dias (Esperdn. 2000);
estudios con ganado cebU en clima tropical reportan bajos indices
reproductivos con porcentajes de gestacion (PG) del 50% (Segura. 1987a).
Brahman en el tropico tamaulipeco presentan un IEP de 481 dias, (Martinez
et al., 2004); Lopez et al., 2004, reportan que un lote de ganado Simmental en
explotacién intensiva en Zacatecas, México, con clima seco, presenta un IEP
promedio de 16.30 + 3.9 meses y tasa de paricién de 62.19%, y concluyen
gue es factible mejorar los parametros productivos y reproductivos de los
hatos en los cuales la genética de estas razas pueda expresarse, siempre y
cuando se tomen en cuenta las condiciones de clima, alimentacién y un
manejo adecuado.

En México, el 70% del total de bovinos que existen, se encuentran en zonas
tropicales y subtropicales (Mosqueda et al., 2004).

Uno de los obstaculos méas importantes para los programas de mejoramiento
de la ganaderia nacional son las enfermedades que ocasionan grandes
pérdidas en la introduccion de bovinos genéticamente mejorados de alta
productividad a zonas tropicales (Preciado et al., 2004; Mosqueda et al.,
2004). Estrategias como el uso de ganado resistente se basa en la habilidad
genética de los animales Bos indicus de resistir las infestaciones por
vectores y por ende de ser infectados. El resultado de su cruzamiento con
Bos taurus no solo confiere mayor resistencia a los animales sino ademas
logran una mayor produccién de carne y leche (Mosqueda et al., 2004). Por lo
cual se han instituido programas de transferencia de tecnologia que
permitan la introduccion de razas mejoradas en climas tropicales (Esperon.
1996 y 2000).

En los dltimos afios la transferencia embrionaria (TE) ha alcanzado
procedimientos que permiten la utilizacion de métodos no quirdrgicos en

bovinos, mantener los embriones por largo tiempo mediante su
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congelamiento y almacenamiento en nitrogeno liquido (Betteridge. 2003;
Biggers. 1991; Galina y Valencia. 2006). La proliferacién de individuos
selectos sigue siendo la contribucién directa principal de la transferencia de
embriones a la produccidon pecuaria (Betteridge. 2003; Contreras et al., 2008;
Manual Merck. 1988; Sudano et al., 2011).

La transferencia de embriones es una biotecnologia que ha sido utilizada
extensamente en todo el mundo para aumentar la produccion de
descendientes de hembras de la especie bovina (Barros et al., 2010; Wallace
et al., 2011). Thibier (2008), ha reportado que en todo el mundo fueron
transferidos 823,160 embriones bovinos (obtenidos in vivo + fertilizados in
vitro). Esto incluye 285,387 embriones que se transfirieron en Sudamérica,
representando aproximadamente el 35% de la actividad global en el 2007.
Actualmente la evaluacion morfolégica es la forma mas practica para
determinar la calidad del embrién. Basandose en los porcentajes de
gestacion obtenidos por embrién, Noriega et al. (1995) y Aguilar et al. (2002)
concluyen que la evaluacibn de embriones wusando microscopio
estereoscOpico es muy subjetiva, porque casi 50% de embriones
clasificados por esta técnica como de buena calidad, cuando son evaluados
por microscopia de luz y electronica son considerados células en estado
degenerativo. Por lo que, cuando este tipo de embriones se transfieren
disminuyen notablemente sus oportunidades de gestar (Galina and Arthur.
1989). El manejo 6ptimo de receptoras de embriones bovinos es esencial en
el logro del éxito en un programa de transferencia embrionaria, una alta
proporcion de animales gestantes después de la TE sera el mayor beneficio
(Siqueira et al., 2009).

Las receptoras juegan un papel critico en el éxito de los programas de
transferencia embrionaria (B6 et al., 2004). Sin embargo, el alto costo de
mantener a las receptoras (Baruselli et al., 2010; Betteridge. 2003). Y la baja
eficiencia de los programas tradicionales basados en prostaglandina F2a
(PGF2a) para la sincronizacion de estros en las receptoras, limita la
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aplicacion extensiva y exitosa de la tecnologia de TE (Betteridge. 2003; B6 et
al., 2004; Nasser et al., 2004). La deteccion de estros es particularmente
dificil en ganado cebu debido a la corta duracion del comportamiento estral
y la alta incidencia de estros en la noche (Baruselli et al., 2006; Barros et al.,
2010).

Variabilidad en la respuesta a protocolos de superovulacién y el tiempo y el
esfuerzo necesarios para administrar tratamientos han afectado la aplicacién
generalizada de transferencia embrionaria en programas de mejora genética.
Aunque los esfuerzos de investigacion en los Ultimos afios no han
aumentado el numero de embriones transferibles por tratamiento (Hasler.
2003), protocolos que controlan el surgimiento de la onda folicular y el
momento de la ovulacion han permitido el tratamiento de los grupos de
donadoras y receptoras, independientemente de la etapa del ciclo estral y
permite la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) o la transferencia
embrionaria a tiempo fijo (TETF) sin la necesidad de detectar estro. Esto ha
tenido un impacto positivo en la TE comercial, porque ha facilitado la
planificacion de los protocolos de trabajo sin depender de los conocimientos
y habilidades del personal para detectar estro (B6 et al., 2010; Baruselli et al.,
2010).

No obstante, una mejora en la superovulacion no podra conducir
necesariamente a un aumento en el niumero de embriones producidos por
afio. Sin embargo, podria aumentar la eficiencia, tanto para los propietarios
del ganado de donadoras y receptoras, respectivamente, como del médico
de TE (Hasler. 2003).

Las condiciones ambientales particulares del tropico humedo. La fisiologia
reproductiva caracteristica del ganado cebuino. El libre pastoreo en pastos
nativos. El estrés por manejo excesivo. La impredecible respuesta del
ganado a los protocolos hormonales. Mas el desecho normal de vacas por

muerte o reemplazo, limitan el desarrollo de esta tesis.
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La visita periédica a la explotacién comercial por parte del grupo de
asesores investigadores de la UNAM permitio la planeaciéon y ejecucion del
trabajo de tesis de la Maestria en Medicina Veterinaria y Zootecnia.

La capacitacién que recibio el tesista en tres afios de trabajo de campo:
seleccion de donadoras; obtencion, clasificacion y congelacion de
embriones; seleccidén, sincronizacién y transferencia de embriones de
receptoras; mejora en la alimentacién, adicion de sales minerales, vitaminas

y desparasitacidon son los alcances que reporta esta tesis.
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2.- REVISION DE LA LITERATURA

2.1.- Historia de la Transferencia embrionaria.

Walter Heape realiz6 experimentos de transferencia de embriones en coneja
entre 1890 y 1897 y los resultados fueron publicados en dos documentos en
las actas de la Royal Society de Londres, la primera en noviembre de 1890 y
la segunda en noviembre de 1897 (Betteridge. 2003; Biggers. 1991).

El primer experimento, Heape lo describe a continuacion:

“El 27 de abril de 1890, se obtuvieron dos embriones de una coneja Angora
la cual habia sido fertilizada por un conejo Angora treinta y dos horas antes,
los embriones se habian segmentado en cuatro células. Estos embriones
fueron trasladados inmediatamente en el extremo superior de la trompa de
Falopio de una liebre belga hembra que habia sido fertilizada tres horas
antes por un macho de la misma raza. Cabe mencionar aqui, que compré
esta liebre belga hembra unos tres meses antes; el hombre de quien le
compré la cria y garantiza que sea una hembra Virgen de siete meses de
edad. Durante el tiempo que la tenia hasta el 27 de abril, nunca habia sido
cubierta por un macho de raza alguna, siendo que siempre la mantuve
aislada de los conejos en mi conejera. Oportunamente esta liebre belga
hembra dio a luz a seis jovenes, cuatro de ellos se parecian a ella mismay a
su compafnero, mientras que dos de ellos eran indudables Angora. Los
jovenes Angora se caracterizaron por la posesion del pelo sedoso largo
peculiar a larazay fueron verdaderos albinos, como sus padres de Angora”.
(Biggers. 1991).

Los detalles del procedimiento quirdrgico de Heape, que no figuran en su
articulo de 1890, pero si en el de 1897, son de interés, ya que la transferencia
fue hecha sin colocar los embriones en un ambiente extrafio, tal como, suero
o solucién salina durante el proceso de transferencia.

La técnica se describe a continuacion: “la liebre belga hembra es puesta
bajo anestesia y tendida sobre su estémago. Luego se hace una incision
longitudinal, 2 cm de largo, a través de la piel en un lugar 1-5 a 3-5 cm desde
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el extremo anterior de la pelvis y en un nivel con el borde ventral de la
musculatura lumbar. Una pequefia incisidon se realiza, a continuacién, a
través de la pared corporal sélo ventral a la musculatura lumbar, y el
extremo anterior de la trompa de Falopio es encontrado facilmente y sacado
através de la apertura con la ayuda de un par de pinzas.

Los embriones extranjeros son luego sacados de las trompas de Falopio
materna en la punta de una aguja cabeza de lanza; el infundibulo de la madre
adoptiva se mantiene abierto con un par de pinzas y los embriones son
colocados bien adentro del extremo anterior de su trompa de Falopio;
Después de empujar el ultimo suavemente y lavado con alguna solucion
antiséptica, la herida es cosida y cubierta con colodién y algodén hidréfilo”
(Biggers. 1991; Hasler. 2003).

La primer transferencia de un embrién bovino fue reportado en 1949 y el
nacimiento del primer becerro por TE en 1951 logrado por Willett et al (Hafez.
1996; Seidel and Seidel. 1991). Fue, en parte, la disponibilidad de
instalaciones quirudrgicas y de expertos en Cambridge que provoc6 cambios
curiosos y contracambios en los métodos de obtencion de embriones de
bovinos. Métodos quirdrgicos para la recuperacion de embriones se
desarrollaron primero en perros para su aplicacién en seres humanos y
fueron utilizados en los primeros trabajos con ovejas y cabras y en algunos
de los trabajos en el ganado bovino texano (Hasler. 2003). Sin embargo,
otros trabajos iniciales de recuperacion de embriones en el ganado vacuno,
en ambos lados del Atlantico, asi como en Japén, a menudo involucran
meétodos transcervicales: el primer informe de un ternero nacido de
transferencia de embriones no quirdargico fue en 1964. En Japon (1965) Sugie
citado por Betteridge (2003), también logré6 éxito con un método
transvaginal, pasando el cuello uterino, en conjuncién con insuflacion de
CO2 para asegurarse de que la aguja utilizada para depositar el embrion
estuviera en el lumen uterino. El trabajo de Sugie en Japén, llevé en 1966 a
Rowson y Moor citados por Betteridge (2003), a utilizar insuflacion de CO2
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del Utero después de la transferencia transcervical, en la creencia de que
esto impide la expulsién del embrién.

A pesar de algunos éxitos, sin embargo, el enfoque transcervical
temporalmente cayd en desuso a favor de los resultados ampliamente
superiores mediante el uso de la cirugia en Cambridge a finales de la década
de 1960. No fue sino hasta mediados de los 70 que los métodos
transcervicales fueron “redescubiertos” para la recuperacién y transferencia
de embriones y reemplazaron completamente los métodos quirdrgicos
(Betteridge. 2003; Hasler. 2003).

La detonacién de la TE fue por la coincidencia de dos eventos muy distintos
(Hasler. 2003). La primera de ellas fue la publicacion en 1969 de los
excelentes resultados obtenidos en ganado por Rowson. Compararon dos
métodos de transferencia (quirdrgica y no quirdrgica) y dos medios (suero
homdlogo y TCM 199). Polge en 2000 citado por Betteridge (2003), cita:
"suero homologo habia sido utilizado en todos los experimentos anteriores
sobre la transferencia de embriones en ganado y fue utilizado habitualmente
en ovejas, con buen éxito. TCM 199 fue elegido como un medio alternativo
simplemente porque estaba disponible en el laboratorio en ese momento.
Los resultados fueron claros y dramaticos. Ningun embarazo se obtuvo tras
transferencia quirdrgica o no quirargica de embriones en suero. Por el
contrario, con TCM 199 pocas transferencias exitosas se obtuvieron no
guirargicamente, pero con métodos quirurgicos para la recoleccién vy
transferencia de embriones la tasa de embarazo fue del 91%”.

El segundo evento, con la que coincidié la publicacién anterior, fue una
decision del gobierno canadiense para importar las razas europeas de carne
denominadas “exoéticas”. Sin embargo, la importacién incluye muy estrictos
y costosos procedimientos de pruebas y cuarentena para impedir la
importacion concomitante de enfermedades, en particular Fiebre Aftosa.
Habia una demanda de estas razas “nuevas” debido a su desempefio

superior en comparacién con las razas britanicas que pueblan al pais, el
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oeste en particular. La demanda se extendi6 a los Estados Unidos, donde los
productores podrian importar ganado de Canada pero no directamente
desde Europa. La venta de razas “exoéticas” fue muy limitada debido a que
tenian que celebrarse en las estaciones de cuarentena especialmente
construidas en las islas francesas de Saint Pierre y Miguelon en el Golfo de
San Lorenzo, Québec y Grosselle. En consecuencia, el precio de animales
importados fue inflado y el incentivo para obtener descendencia de ellas
correspondientemente alto: una llamada a la medida para la aplicacién de
superovulacion y transferencia de embriones. La llamada fue contestada por
veterinarios y sus partidarios que se aprestan a aprender las técnicas y
aplicarlas en las empresas comerciales. La mayoria de aspirantes a
transferidores viaj6 a Cambridge para aprender de Rowson y sus colegas,
pero unos pocos, convencidos de la necesidad de los métodos
transcervicales, cruzaron el Océano Pacifico para aprender de Sugie en
Japon (Betteridge. 2003).

Otro avance importante fue la llegada de la utilizacion de prostaglandina F2a
y sus analogos para sincronizar el celo en animales de granja. Lo dificil es
pensar en volver a los tiempos cuando se dependia de receptoras ciclando
naturalmente, lo cual requeria el mantenimiento costoso de hatos muy
grandes (Betteridge. 2006).

11
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2.2.- Dindmica folicular del ciclo estral bovino.

El ciclo estral representa el patron ciclico de actividad ovérica que facilita a
las hembras pasar de un periodo reproductivo de no-receptividad a uno de
receptividad, lo que permite el apareamiento y embarazo. La duraciéon normal
de un ciclo estral en el ganado bovino es de 18-24 dias. El ciclo consta de
dos fases: la fase lutea (14 a 18 dias) y la fase folicular (6 dias). La fase lutea
es el periodo siguiente a la ovulacion cuando se forma el CL (metaestro y
diestro), mientras que la fase folicular es el periodo posterior a la
desaparicion del cuerpo luteo (lutedlisis) hasta la ovulacién (proestro y
estro). Durante la fase folicular, la maduracion final y la ovulacién del foliculo
dominante ocurre, el ovocito es liberado en el oviducto para su potencial
fertilizacibn. Las vacas son animales poliéstricos y manifiestan

comportamiento estral aproximadamente cada 21 dias (Forde et al., 2011).
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2.2.1.- Crecimiento folicular en ondas

No fue sino hasta el descubrimiento de que el crecimiento de los foliculos en
el bovino se produce en distintos patrones parecidos a ondas (ver Fig. 1.),
utilizando ultrasonografia de tiempo real (Aerts y Bols. 2010b; B0 et al., 1995;
Bridges y Fortune. 2003; Diskin et al., 2003; Santiago et al., 2005; Sartori y
Barros. 2011), que los cientificos fueron capaces de embarcarse en
protocolos de sincronizacién de celos y ovulaciones (B6. 2002; B6 et al.,
2010; Jones y Lamb. 2008). El ciclo estral bovino comprendera normalmente
una o dos olas no ovulatorias y una ola ovulatoria (Aerts y Bols. 2010b;
Macmillan et al., 2003). La mayoria de hembras bovinas Bos taurus y Bos
indicus tienen dos o tres ondas foliculares y raramente una o cuatro (Barros

y Nogueira. 2001).
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Fig. 1. Reclutamiento, seleccion y fase de dominancia en un patrén de crecimiento de 3
ondas durante un ciclo estral bovino (Aerts y Bols. 2010b).

Una onda de crecimiento folicular implica el desarrollo sincrénico de un
grupo de foliculos individualmente identificables a partir de un diametro de 4
mm que ocurre al mismo tiempo en los dos ovarios (Barros y Nogueira.
2001; B¢ et al., 1995; B6. 2002; Bridges y Fortune. 2003; Dean y Dailey. 2011;
Ginther et al., 1998). Al comienzo de cada onda folicular, 24 pequefios
foliculos antrales (Aerts y Bols. 2010b) de aproximadamente 3-5 mm se han

13
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detectado en el ganado B. taurus; mientras que en ganado B. indicus, un
mayor numero de foliculos pequefios ha sido registrado durante la aparicion
de la primera ola folicular, por ejemplo, 39 pequefos foliculos en vacas
Brahman y hasta 50 pequefios foliculos en los ovarios de novillas Nelore
(Barros y Nogueira. 2001; Sartori y Barros. 2011). Durante aproximadamente
2 o 3 dias todos los foliculos crecen, uno de ellos se selecciona y continlda
creciendo hasta convertirse en foliculo dominante de 7-8 mm (Aerts y Bols.
2010a; Binelli y Murphy. 2010; B6 et al., 1995; Bridges y Fortune. 2003; Dean
y Dailey. 2011; Forde et al., 2011), mientras que el resto de los foliculos,
[lamados subordinados, se vuelven atrésicos y regresan (Bo et al., 1995; BO.
2002; Sartori and Barros. 2011). La primera onda de desarrollo folicular (ver
fig. 2) se detecta el dia de la ovulacién (Dia 0) en los ciclos de 2 0 3 ondas. La
segunda onda comenzara el dia 9 o 10 para los ciclos de 2 ondas y uno o
dos dias mas temprano (dia 8 0 9) en los ciclos de 3 ondas. En los ciclos de
3 ondas la tercera onda emerge en el dia 15 o0 16 (Aerts y Bols. 2010a; B6 et
al., 1995). Estos patrones son valores promedio ya que existe una gran
variabilidad individual, especialmente en la segunda onda que puede
comenzar a emerger entre los dias 6 a 12 en distintos animales (B6. 2002). La
cantidad de ondas determina la duracion del ciclo estral, ya que el CL inicia
su regresién mas temprano en los ciclos de 2 ondas (dia 16), que en los de 3
ondas (dia 19). Asi, la duracion del ciclo de 2 ondas es de 18 a 20 dias (BO.
2002; Sartori y Barros. 2011) y de 21 a 23 dias en el de 3 ondas (Aerts and
Bols. 2010b; B6. 2002; Sartori y Barros. 2011). Algunos animales Bos indicus
pueden tener ciclos con 4 ondas, la cuarta onda comienza el dia 20 0 21y el
ciclo estral dura 24 o 25 dias (B6. 2002; Sartori y Barros. 2011).

En vacas Holstein se detecté la emergencia de la primera onda folicular entre
2y 7 d (media de 4 d) después del parto y la primera ovulacién ocurrid, en
promedio en el Dia 27 (rango, 12 a 58). En 17/18 (94%) vacas posparto la

primera ovulacién no estuvo acompafada por comportamiento estral. El
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primer estro tiene una media de 59 d (rango, 17-139 d). La longitud del
periodo interovulatorio depende del momento de la primera ovulacién.

La diferencia fundamental en la dinamica folicular durante el posparto en
vacas de carne con respecto a las de leche radica en el efecto de la
presencia del ternero sobre la secrecion hormonal (B6. 2002). En vacas que
amamantan un ternero, la primera ovulacién (media 30.6 d) ocurre mas tarde
gue en vacas lecheras y el foliculo dominante de la primera onda folicular

posparto raramente ovula (11%).
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Figura 2. Representacion esquematica del patron de secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH), la
hormona luteinizante (LH) y la progesterona (P4); y el patron de crecimiento de los foliculos ovéaricos durante el
ciclo estral en el ganado. Cada ola de crecimiento folicular es precedida por un aumento transitorio de las
concentraciones de FSH. Foliculos crecientes saludables estan sombreados en amarillo, foliculos atrésicos estan
sombreados en rojo. Un aumento en las concentraciones de LH y FSH se produce al comienzo del ciclo estral e
induce la ovulacion. El patrén de secrecion de pulsos de LH durante una ventana de 8 h al inicio de las fases: lutea
(mayor frecuencia, menor amplitud), media IGtea (menor frecuencia, menor amplitud) y la fase folicular (alta
frecuencia, conformando la oleada) se indica en las inserciones en el panel superior (Forde et al., 2011).

En la mayoria de las vacas (78%), la ovulacidén ocurre a partir de la segunda,
tercera, cuarta o quinta onda folicular posparto y, como en las vacas
lecheras, si la primera ovulacién ocurre después del dia 20 es seguida por
un ciclo corto. Si bien el destete resulta en un incremento medible en las
concentraciones circulantes de LH y adelanto del estro, generalmente es

seguido de una fase lutea de corta duracion (B6. 2002).
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2.2.2.- Endocrinologia y desarrollo folicular

El mecanismo que regula la dindmica folicular estd basado en respuestas
diferenciales de los foliculos ala FSH y LH, ver Fig. 2. Se ha demostrado que
hay incrementos de la concentracion de FSH que comienzan 2 d antes de la
emergencia de una onda folicular (Bo et al., 1995) y llegan al pico maximo 1 d
antes o el dia de comienzo de cada onda.

Alrededor del momento del celo hay dos picos de FSH que son muy dificiles
de diferenciar porque estan muy cercanos entre si. El primer pico de FSH es
inducido por la liberacion de GnRH desde el hipotalamo y ocurre al mismo
tiempo que el pico preovulatorio de LH (B6. 2002). El foliculo preovulatorio
alcanza un gran tamafio y produce grandes cantidades de estradiol, en algun
momento, el estradiol circulante alcanza una concentracién y duracion
suficiente para inducir estro conductual y la inducciéon de una oleada de LH
preovulatoria (Forde et al., 2011; Monteiro et al., 2009; Sartori y Barros. 2011),
via una oleada de GnRH desde el hipotalamo (Forde et al., 2011) ver Fig. 3. El
segundo pico de FSH ocurre cerca del momento de la ovulacion (24-32 h
mas tarde) y es aparentemente el responsable del reclutamiento de los

foliculos de la primera onda folicular (B6. 2002).
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Fig. 3. Mecanismo de la retroalimentacion del estradiol y de la progesterona. A una concentracion en plasma arriba
del nivel umbral, el estradiol aumenta la frecuencia del pulso de GnRH a través de un mecanismo de
retroalimentacion positiva, y causa una secrecion elevada de la LH. La progesterona ejecuta un efecto de
retroalimentacion negativa sobre la frecuencia del pulso, por lo tanto, la oleada de la LH esta ausente en presencia
de un CL funcional (Aerts and Bols. 2010b).
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El mecanismo de seleccién del foliculo dominante no se ha aclarado
completamente (Aerts y Bols. 2010b; Barros et al., 2010; B6. 2002; Diskin et
al., 2003; Ginther et al., 1998; Sartori y Barros. 2011). Al momento que el
crecimiento del foliculo dominante y de los subordinados comienza a
diferenciarse (deviation) la FSH declina rapidamente, llegando a los niveles
mas bajos alrededor del Dia 2.5 cuando el foliculo dominante alcanza 8.5 a
9.0 mm en razas europeas, mientras que en la raza Nelore el foliculo
dominante alcanza 5 a 6 mm (Aerts y Bols. 2010b; B6. 2002; Diskin et al.,
2005; Forde et al., 2011; Ginther et al., 1998; Sartori y Barros. 2011; Simoes
et al., 2011). En este momento los niveles de FSH se encuentran por debajo
de los niveles necesarios para el crecimiento de los foliculos subordinados
gue se atresian, mientras el foliculo dominante adquiere la capacidad de
seguir creciendo con bajos niveles de FSH (Aerts y Bols. 2010a; B6. 2002;
Simoes et al., 2011). La disminucién de FSH es producida por la Inhibina, que
es aparentemente secretada por todos los foliculos subordinados, y el
estradiol 17-B que es producido principalmente por el foliculo dominante
(Aerts y Bols. 2010b; B6. 2002; Diskin et al., 2005; Forde et al., 2011; Ginther
et al., 1998; Sartori y Barros. 2011).

La razén por la cual el foliculo dominante puede crecer con bajos niveles de
FSH, mientras que los subordinados se atresian puede estar relacionada con
la sintesis de receptores para LH (LHR) en las células de la granulosa del
foliculo dominante (ver Fig. 4). Todos los foliculos poseen receptores de LH
en las células de latecay receptores FSH en las células de la granulosa pero
solo el foliculo dominante adquiere receptores LH en las células de la
granulosa (Barros et al., 2010; Diskin et al., 2003; Forde et al., 2011; Sartori y
Barros. 2011; Simoes et al., 2011). Los receptores de LH aumentan
abruptamente a partir del Dia 4 de la onda, cuando el foliculo dominante
tiene mas de 8 mm de diametro (Aerts y Bols. 2010b). La LH se unira a los
receptores de las células de la granulosa estimulando una mayor produccion

de estradiol que le permitira al foliculo seguir creciendo aunque disminuyan
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los niveles de FSH circulante. Por esta razén se dice que el foliculo
dominante > 8 mm es LH dependiente (Aerts y Bols. 2010a; B6. 2002; B6 et
al., 2010; Dean y Dailey. 2011; Diskin et al., 2005; Forde et al., 2011; Jones y
Lamb. 2008).
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Fig. 4. Morfologia de un foliculo de Graff (Aerts y Bols 2010a).

La relacion entre los niveles de LH y el crecimiento folicular también puede
explicar el fendbmeno de regresion del foliculo dominante de las ondas
foliculares anovulatorias y el comienzo de la proxima onda folicular. Los
altos niveles circulantes de P4 producidos por el CL (Sartori y Barros. 2011),
disminuyen la frecuencia de los pulsos de LH y causan la detencion de las
funciones metabdlicas del foliculo dominante. Este cese de la secrecion de
estradiol-178 e inhibina se produce antes de que se observe una
disminucion del diametro del foliculo dominante, pero tiene como
consecuencia el aumento de las concentraciones de FSH que va a reclutar
los foliculos de la siguiente onda folicular. Por el contrario, al ocurrir la
lutedlisis hacia el final del ciclo, entre los dias 16-19 para Bos taurus y Bos
indicus (Sartori y Barros. 2011), hay un incremento de la frecuencia de los
pulsos de LH que estimula el crecimiento del foliculo dominante y una mayor

18


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

produccion de estradiol-178, que induce los signos de celo y el pico
preovulatorio de LH. Ademas de los factores endocrinos descriptos, también
se han estudiado factores intragonadales (Aerts y Bols. 2010a; Binelli y
Murphy. 2010; BO et al., 2010; Jones y Lamb. 2008; Padmanabhan y Sharma.
2001; Martin et al., 2008) que intervienen en el control autécrino y paracrino
de la funcidén ovarica. En general, se piensa que estos factores intraovaricos
modulan el numero y desarrollo de los foliculos en crecimiento,
principalmente a través de la regulacion de las gonadotrofinas o de la
respuesta de las gonadotrofinas. Sin embargo, los efectos supresivos del
foliculo dominante sobre los subordinados se ejercen aparentemente a

través de de canales sistémicos mas que autocrinos y paracrinos.
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2.2.3.- Desarrollo folicular en el posparto (PP).

El desarrollo folicular en ondas se continta después del parto y hay un gran
aumento de FSH que reclutard los foliculos de la primera onda folicular. Sin
embargo, hay una inadecuada frecuencia de pulsos de LH que afecta el
crecimiento final del foliculo dominante y su ovulacién. Cuando los pulsos
de LH aumentan a aproximadamente un pulso cada 40-60 minutos se
estimula el crecimiento final del foliculo dominante alos 7 a 10 dias (Forde et
al., 2011; Martin et al., 2008) y hay una méaxima produccidén de estradiol-178
gue, por retroalimentacién positiva sobre el hipotalamo, desencadena el pico
preovulatorio de LHy FSH y la primera ovulacién entre los 15y 45 dias PPy
muestran ciclos regulares a intervalos de 18-24 dias en vacas lecheras,
mientras que vacas de carne amamantando becerros tipicamente no
reasumen la ovulacion hasta los 30-130 dias (ver Fig. 5; B6 2002; Forde et al.,
2011).
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Figura 5. Representacion esquematica de la reanudacion de los ciclos ovaricos y de los foliculos dominantes
durante el periodo postparto en vacas lecheras y de carne amamantando nutricionalmente no estresadas.
Frecuencia del pulso de LH que ocurre durante una ventana de 8 h cuando las vacas son sangradas cada 15
minutos. Ciclos estrales cortos no siempre ocurren después de la primera ovulacion (Crowe 2008; Forde et al 2011).
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2.2.4.- Desarrollo folicular en el periodo prepuber.

La aparicion de la pubertad se caracteriza por la primera ovulacion, que se
produce entre 6 y 24 meses de edad dependiendo de factores genéticos y
ambientales. La maduracién sexual de novillas implica un aumento en la
circunferencia del ovario con la edad que es mas pronunciado alrededor de
los 13 meses de edad. La Pubertad en CeblU sudamericano se alcanza a los
22-36 meses y la edad al primer parto es de alrededor de 44-48 meses de
edad. Esta es una preocupacion importante para los ganaderos e
investigadores, y estan trabajando para lograr una reduccién en la edad de la
pubertad y primer parto a fin de aumentar la productividad de ganado Cebu
(Nogueira. 2004).

La maduracion sexual de novillas Ceb( involucra un aumento en la
secrecion de LH mientras la secrecion de FSH no ha cambiado y estos
cambios en la secrecion de gonadotrofina fueron similares a los reportados
para el ganado Bos taurus. La disminucion progresiva de la respuesta
hipotalamica al estradiol permitié un aumento en la estimulacion pituitaria,
qgue se reflejé en mayores niveles de secrecion de LH. Las novillas precoces
tienen foliculos con un mayor diametro a los 12 y 14 meses de edad que los
animales no precoces, no hubo ninguna diferencia en la secrecién de LH
sugiriendo que novillas precoces responden mejor a bajas concentraciones
plasméticas de LH. Factores que determinan cuando comenzara en una
vaquilla el ciclo estral son la edad y la grasa corporal dado que el hipotalamo
esta programado via la secrecién de leptina por el adipocito.

Aunque las novillas Cebu alcanzan la madurez en una edad avanzaday a una
mayor proporcion del peso maduro, tienen una mayor longevidad

reproductiva en comparacion con Bos taurus (Nogueira. 2004).

21


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

2.2.5.- Funcion del cuerpo luteo durante el ciclo estral

El CL se origina de las células del foliculo ovulatorio. La LH, la principal
hormona luteotrépica en el ganado vacuno, es laresponsable de estimular la
luteinizacién de las células de la teca y la granulosa del foliculo pre-
ovulatorio (Aerts y Bols. 2010b; Forde et al., 2011) en células luteas. La
funcion del CL es producir concentraciones suficientes de progesterona
durante la fase lutea del ciclo estral para mantener el embarazo (si esté
presente un embridn) y durante el embarazo, para disminuir la secrecion de
gonadotropina y prevenir la ocurrencia del estro conductual. Por otra parte,
el aumento sostenido de concentraciones de progesterona durante la fase
Iatea del ciclo estral modifica el patrén de expresion de los genes en el Utero
(Forde et al., 2011). Durante la fase lUtea media, estas altas concentraciones
sostenidas de progesterona circulante regulan el receptor nuclear de
progesterona en el epitelio luminal del endometrio. Este es un “detonador”
critico al permitir el aumento o disminucién sincronizado en los genes del
endometrio que se requieren para iniciar la receptividad uterina,
independientemente de la situacion de prefiez del animal. Si, por el dia 16 del
ciclo estral el reconocimiento materno de sefal de prefiez (interferon tau) no
ha sido detectado en cantidades suficientes, se produce lutedlisis del CL. La
PGF2a es secretada por el Gtero. Receptores de oxitocina en el Utero se
unen a la oxitocina que propaga la secrecion episédica de PGF del utero. La
PGF2a regula, a continuacién, el mecanismo luteolitico a través del
intercambio contracorriente entre la vena uterina y la arteria ovarica (ver Fig.
6), induciendo regresidon del CL. Esto reduce las concentraciones circulantes
de progesterona, aumentan las concentraciones de estradiol y el GnRH en el
hipotalamo es estimulado mientras el animal entra en la fase folicular del
ciclo estral (Forde et al., 2011; Hafez. 1996).
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Figura 6. El papel de la prostaglandina F2a en el control de la lutedlisis. La prostaglandina liberada desde el
endometrio uterino dentro de la vena uterina se transfiere a la arteria ovarica mediante intercambio contracorriente
y estaretroalimenta al CL como un mecanismo local donde provoca lutedlisis (Forde et al., 2011).
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2.3.- Mecanismos del control hormonal de los protocolos de transferencia
embrionaria a tiempo fijo.
Un ejemplo de un sistema biolégico dinamico es el ciclo estral bovino,
periodos recurrentes controlados hormonalmente cuando la vaca esta
preparandose para la reproduccion, produciendo un ovocito fertilizable.
Coincidiendo con la seleccion para mayor rendimiento lechero, una
disminucion en la fertilidad de la vaca lechera se ha observado durante las
tltimas décadas. Esta disminuciéon de fertilidad se muestra mediante, por
ejemplo, alteraciones en los patrones de las hormonas durante el ciclo
estral, expresion reducida de comportamiento de celo y bajas tasas de
concepcién. Sin embargo, es dificil de comprender los mecanismos
subyacentes que causan esta disminucidon en la fertilidad. La regulacion del
celo es controlado por la interaccion de diversos 6rganos y hormonas (Boer
et al., 2011).
Por lo cual, se han implementado protocolos de superovulacion e
inseminacion artificial en vacas donadoras y protocolos de transferencia
embrionaria a tiempo fijo en vacas receptoras, que establecen un patrén
hormonal caracteristico segun el protocolo empleado.
Mecanismos del control hormonal en donadoras
Revisaremos los efectos que promueven en las donadoras algunos de los
protocolos, la fase del ciclo estral en la que se inicia, el tiempo de aplicacion
ylo retiro y las vias de administracion.

1. Progestagenos y Estrogenos
Se ha demostrado que el uso de la progesterona (P4) en asociacién con la
administracién de estradiol (E2), reduce la secrecién de gonadotropinas
circulantes por un mecanismo de retroalimentacion negativa en el eje
hipotalamo-hipo6fisis (B6. 2002; Monteiro et al., 2009) y, promueven atresia
folicular e inducen la aparicion de una nueva ola folicular, aproximadamente
4 dias después del tratamiento (Barros. 2010; B6 et al., 1995; Monteiro et al.,
2009). El estradiol inyectable también induce regresion Iatea (Bo et al., 2002).

24


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

a) Dispositivo Intravaginal de Liberacion Prolongada (CIDER) y estradiol
(E2).

Es el protocolo mas utilizado en la sincronizacion con Progestagenos para
sincronizar el desarrollo folicular, en el dia 0 se administran 2 mg de
benzoato de estradiol (BE) por via i.m. en el momento de la insercién del
dispositivo intravaginal de liberacion prolongada con 1.9 g de P4 (Barros et
al., 2010). En el dia 7 se retira el dispositivo intravaginal.

b) Norgestomet (N)
La porcidon inyectable de N, tiene el propdsito de: a) provocar lutedlisis, junto
con el valerato de estradiol (VE) y, b) alcanzar altos niveles circulantes de
P4, que serian mantenidos por la liberaciéon lenta del implante subcutaneo, la
porcion restante de N; también induce, a través de la supresion de los
foliculos presentes, el desarrollo de una nueva onda folicular 3 a 8 dias
después. 3 mg de N en implante auricular y 3 mg de N + 5 mg de VE i.m. (BO.
2002).
Un implante que contiene 3 mg de norgestomet en novillas maduras sin un
CL resulta en una frecuencia pulséatil de LH tipica para la fase folicular
(aproximadamente 1 pulso/h). Sin embargo, dos o cuatro implantes de
norgestomet suprimen la frecuencia de pulso de LH de la fase lutea, y
apoyan la afirmaciéon de que las concentraciones de progesterona circulante
modulan las concentraciones de LH y su pulsatilidad y, a su vez, el
crecimiento del foliculo ovulatorio (Sudano et al., 2011).

2. Estrégenos
Una vez que se metaboliza el estradiol, una ola de FSH en la circulacién y
una nueva onda folicular emergen (B0 et al., 2002). En algunos paises se ha
prohibido su uso por ser hormona controlada (B6 et al., 2010).
a) Valerato de estradiol (VE)
Hay un efecto luteolitico del valerato de estradiol al administrarlo en el dia
de insercion de los implantes. 5 mg VE + 3 mg de N i.m. el dia 0. Induce la
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ovulacién aplicado 24 h después de retirar el implante (B6. 2002; Lopes da
Costa et al., 2001).
b) Benzoato de estradiol (BE)
Se utiliza para la sincronizacion de la onda folicular y sincronizacion de la
ovulacién. La idea es inducir un pico preovulatorio de LH a través de la
retroalimentacion positiva del estradiol a la GnRH (Bé 2002; Forde et al.,
2011). En el dia 8 se aplica 1 mg de BE i.m. para sincronizar la ovulacién (B6
2002). El dia 10 se toma como el dia del celo. La mayoria de los animales
ovulan en promedio a las 66 horas (dia 11). Se realiza la TETF el dia 17.
c) Cipionato de estradiol (CE)
El Cipionato se utiliza para sincronizar la ovulacion. Se aplican 0.5 mg de CE
i.m. 24 h después de retirar el CIDER (B6. 2002).
3. Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
El ganado Cebu puede requerir menos FSH que Bos taurus para lograr una
Optima respuesta superovulatoria (Barros y Nogueira. 2001).
4. Gonadotropina Coridnica Equina (eCG)
La eCG estimula el crecimiento folicular final, posiblemente debido a la
presencia de LHR en foliculos > 7 mm de didmetro, dando como resultado un
mayor numero de foliculos capaces de ovulacion en respuesta a la LH
exdgena (BO et al., 1995). Aunque la eCG aumenta también el niumero total de
embriones (Barros et al., 2010).
5. Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)
En algunos paises se ha prohibido su uso por ser hormona controlada
(Jones and Lamb. 2008). La eficacia de la GnRH para inducir regresion
folicular es dependiente, en parte, del dia del ciclo estral cuando la GnRH es
administrada (Bridges et al., 2010). Causa ovulacién o luteinizacién de los
foliculos grandes presentes al momento del tratamiento (B6. et al. 1995; B6
et al., 2002).
6. Hormona Luteinizante (LH)
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a) Hormona Luteinizante (LH) + Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH).

b) Hormona Luteinizante (LH) y Gonadotropina Coriénica Humana
(hCG).

Porque las isoformas LHR carecen del ex6n 10 pueden ser activados por
hCG pero no por LH, se trat6 de mejorar la respuesta ovulatoria y la
produccion de embriones de un protocolo superestimulatorio mediante la
combinacion de estos dos ligandos (Barros et al., 2010).
Mecanismos del control hormonal en receptoras
Revisaremos los efectos que promueven en las receptoras algunos de los
protocolos, la fase del ciclo estral en la que se inicia, el tiempo de aplicaciéon
ylo retiro y las vias de administracion.

1. Progestigenos y Estrogenos
La administracion de progestagenos exdgenos es mas practico y ofrece mas
ventajas sobre otros tratamientos para acortar la aciclicidad posparto en
vacas de carne amamantando (Yavas y Walton. 2000).

a) Dispositivo Intravaginal de Liberacién Prolongada (CIDER)
Imita un ciclo corto 3 semanas después del parto, al mantener la
progesterona circulante en concentraciones subluteales o circulando
progesterona en concentraciones intermedias, extiende la vida atil y permite
terminar la maduracién del foliculo dominante postparto como en vacas
ciclicas, por inicio de pulsos de GnRH y LH enddgenos. Esto es seguido por
una oleada de LH, ovulacién y ciclos normales (B6. 2002; Yavas y Walton.
2000). El beneficio de utilizar progestagenos exdgenos después de 3
semanas del parto en vacas de carne amamantando es que la ovulacién es
inducida, se inicia la ciclicidad, el CL resultante tiene una vida y funcion
normal y no es necesario cambiar el manejo, tal como el destete de los
terneros (Yavas y Walton. 2000). Insercion del dispositivo intravaginal de

liberacién prolongada con 1.9 g de P4 (Barros et al., 2010) en la tercera
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semana posparto. En los dias 7 a 14 se retira el dispositivo intravaginal
(Barros et al., 2010; B6. 2002).

b) Norgestomet (N)
El implante auricular de norgestomet es elegido para minimizar los efectos
supresivos de P4 en el crecimiento folicular en vacas B. indicus (Torres-
Junior et al., 2005).
Las receptoras reciben en el dia 0, un implante auricular de 3 mg de N de
liberacién prolongaday 3 mg de N + 5 mg de VE i.m.; PGF2a se da en el dia
5 (1 dia después de la oleada emergente), el implante de N es removido en el
dia 8.

2. Estrégenos

a) Valerato de estradiol
El VE aplicado durante el inicio de la fase de crecimiento (dia 1; ovulacion
dia 0) suprime el foliculo dominante al inducirle atresia (B6 et al., 1995) y
desarrollo de una nueva onda folicular (B6 2002; Macmillan et al., 2003). La
supresion del foliculo dominante es incompleta, ademas, su accién
prolongada tiene un potencial efecto adverso, retarda la emergencia de la
nueva onda folicular. Tiene un efecto luteolitico administrado el dia de
insercion de los implantes: 5 mg de VE + 3 mg de N i.m.

b) Benzoato de estradiol. (Macmillan et al., 2003).

c) Cipionato de estradiol.
Induce ovulaciéon. Se aplica 0.5 mg de CE i.m. 24 h después de retirar el
CIDER. EIl dia 10 se toma como el dia del celo. La mayoria de los animales
ovulan en promedio a las 66 horas (dia 11). Se realiza la TETF el dia 17 (Bo.
2002; Macmillan et al., 2003).

3. Gonadotropina Coriénica Equina (eCG).
El tratamiento con eCG en el dia 5 fue subsecuentemente incluido en el
protocolo de Progestagenos y Estrégenos (B6 et al. 2002: Baruselli. 2010).
Consiste en la insercion de CIDER en el dia 0y 2 mg de BE i.m.; 400 Ul de
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eCG i.m. el dia 5; 0.5 mg de clorprostenol sodico (CS) i.m. y retiro del CIDER
el dia 8; y un segundo tratamiento de 1 mg de BE i.m. el dia 9. El dia 10 es
considerado arbitrariamente como el dia del estro y fue seguido por TETF
(Siqueira et al., 2009).

4. Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH)
Controlar las ondas foliculares con una sola inyeccion de GnRH en un
estado aleatorio del ciclo estral consiste en inducir una liberacion de LH, que
causa sincronizacién de la ovulacién o luteinizacion de foliculos
dominantes. En consecuencia, se inicia una nueva onda folicular en la mayor
parte de las vacas (>60%) dentro de 1 a 3 dias de la administracién de GnRH.
El tejido luteo que se forma va a sufrir lutedlisis inducida por PGF2a, 6 0 7
dias mas tarde. Un inconveniente de este método de sincronizacion de celo
es que, aproximadamente el 15% de las vacas son detectadas en celo en o
antes del dia de tratamiento con PGF2a, reduciendo la proporcion de
hembras que son detectadas en celo durante el periodo sincronizado. La
segunda inyeccion de GnRH 48 h después de la PGF2a induce la liberacién
de LH que sincroniza la ovulacion (B6 et al.,, 2004; Jones y Lamb. 2008;
Macmillan et al., 2003).
Razas Bos indicus han demostrado tener una capacidad reducida para la
secrecion de LH y una mayor sensibilidad a gonadotropinas exdgenas que el
ganado Bos taurus (Baruselli et al., 2006).
En el ganado, la liberaciéon de cortisol endégeno mediado por estrés puede
suprimir la oleada de LH y la ovulacion o disminuir la respuesta ovulatoria,
gue podria confundirse con falta de sensibilidad a gonadotrofinas exdgenas.
En ganado doméstico, los tratamientos superovulatorios pueden inducir
perturbaciones endocrinas preovulatorias, desordenes de la funcién y
morfologia del foliculo, anomalias de maduracion de los ovocitos e
incompetencia, disminucién del transporte de espermatozoides y baja tasa
de fecundacién, baja calidad y viabilidad de los embriones (Lopes da Costa
et al., 2001).
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5. Receptoras recién paridas
La combinacion del destete con la insercion de un dispositivo con P4
produce un mayor aumento de la frecuencia de pulsos de LH y la primera
ovulacion esta seguida de una fase luteal de duracién normal. También si se
administra GnRH a vacas posparto se inducira la ovulacién, pero los ciclos
seran de duracion normal solo si se coloca un dispositivo con P4 por 7 a 12
d antes de la GnRH. Por lo tanto la exposicién a P4 parece ser necesaria para
un desarrollo normal de CL. Esto puede ser consecuencia de un incremento
de la frecuencia de los pulsos de LH sobre la produccion de estrogenos
foliculares, la sintesis de mas receptores LH y la luteinizacion. Otros autores
han sugerido, que los altos niveles de PGF2a secretada por el utero en el
periodo posparto pueden ser responsables de la lutedlisis prematura y de
los ciclos cortos. El tratamiento con P4 causd una disminucidon y retraso del
aumento de los niveles de PGF2a al dia 16 a 18 posterior a la ovulacion y
resultd en ciclos estrales de duracion normal. Como la sintesis de PGF2a
esta muy ligada a la sintesis de receptores de oxitocina en el utero, la P4
disminuiria la liberacion de PGF2a a través de una inhibicion de la sintesis

de receptores de oxitocina (B6. 2002).
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2.4.- Seleccién y manejo de donadoras.

El primer y probablemente més importante paso en el proceso es la
seleccién de las vacas donadoras. Una hembra que se sabe esta libre de
enfermedades, v.g. Fiebre Aftosa (Dobrinsky. 2002), anormalidades
reproductivas o taras genéticas puede ser usada en TE. Sin embargo, esto
no necesariamente determina que ella sea candidata a donadora (Grimes.
2008).

De acuerdo al criterio de seleccién, el valor del producto del donador debe
ser suficientemente alto para justificar un gasto mas. El criterio de seleccidn
puede ser basado en el fenotipo, las relaciones con otros individuos
sobresalientes, o algunas combinaciones de estos factores (Grimes. 2008).
Algunas consideraciones deben ser tomadas en cuenta para la
comercializacion de los becerros. La adquisicion de una potencial hembra
donadora puede ser un propésito costoso. La raza, criterios de seleccion y
oportunidades de mercado son los que eventualmente determinan el valor
de una hembra donadora (Dobrinsky. 2002). Los precios pueden promediar
desde unas pocas decenas, cientos o miles de ddlares o hasta el extremo de
cientos de miles de ddélares. El criador es el que tiene que determinar el
precio de compra que es econdmicamente factible para su operacién
(Grimes. 2008).

La TE incrementa el numero de nacimientos obtenidos de donadoras con
alto valor genético y son usadas para diseminar genética deseable en el
mundo (Baruselli et al., 2006).

Ha sido una premisa ampliamente aceptada en la industria de la TE que para
obtener mejores resultados, las hembras donadoras deben tener al menos
dos ciclos estrales entre cada superovulacion. Con este enfoque, las
donadoras se superovulan aproximadamente cada 65-70 d. Las vacas
pueden ser primiparas. Las donadoras se superovulan cada 40 dias, un
promedio de 13.8 veces; algunas vacas “individuales” se superovulan 11 o
16 veces en un periodo de 18 meses (Hasler. 2003).
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2.5.- Técnicas de superovulacion e Inseminacion Artificial (IA) de donadoras.
Hay un acuerdo general en que una severa limitacion para el uso mas
generalizado de la TE es el problema de inducir en forma fiable la
superovulacion en las donadoras seleccionadas (Aerts y Bols. 2010b; Barros
y Nogueira. 2001; Betteridge. 2006; B6 et al., 2002; Monteiro et al., 2009;
Sudano et al., 2011).

eCG administrada sola (Aerts y Bols. 2010b; Barros y Nogueira. 2001; B0 et
al., 2010; Khurana y Niemann. 2000; Lehn-Jensen y Rall. 1983; Rizos et al.,
2001; Smorag et al.,, 1981; Sudano et al.,, 2011) o en combinacion con
antisuero de eCG (anti-PMSG) (Aerts y Bols. 2010b; Barros y Nogueira .2001;
Lopes da Costa et al., 2001), o en combinaciéon con FSH (Barros et al., 2010;
Lopes da Costa et al., 2001) o en combinacion con LH (Barros et al., 2010);
FSH de extractos de glandula pituitaria porcina (Aerts y Bols 2010b; Barati et
al., 2006; Barros y Nogueira. 2001; Baruselli et al., 2006; Barros et al., 2010;
Castro et al., 2005; Grimes. 2008; Hay et al., 1990; Hruska Jr 1991; Khuranay
Niemann 2000; Larson et al., 2010; Lopes da Costa et al., 2001; Schiewe et al.,
1987; Suzuki et al., 1989), ovina y equina o FSH recombinante bovina (Barros
y Nogueira. 2001), y la gonadotropina menopausica humana (hMG) (Aerts y
Bols. 2010b) son algunas de las hormonas que se han utilizado para inducir
superovulacion en la vaca.

La eCG tiene alta actividad LH y una larga vida media (Aerts y Bols. 2010b)
de 40 h que permite que una dosis Unica i.m. induzca respuesta
superovulatoria (Lopes da Costa et al., 2001), aunque efectos estimulantes
inconsistentes de la eCG y una respuesta marginal relacionada con su larga
vida media, causan exagerado desarrollo folicular, fracaso de la ovulacién
con crecimiento folicular hasta la coleccién del embrion y perfiles
endocrinos anormales junto con pobre calidad de los embriones (Sudano et
al., 2011). Por lo cual no se usa como un modulador primario (Aerts y Bols.
2010b). La inyeccién de un suero neutralizante durante el subsiguiente estro
evita la exposicion del tracto reproductivo a altos niveles de estradiol
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producidos por foliculos postovulatorios, para mejorar la calidad de los
embriones y la respuesta superovulatoria, aunque estos efectos benéficos
han sido cuestionados.

El FSH de origen hipofisario porcino, difiere en su fabricacion (Aerts y Bols.
2010b), hay una preparacion relativamente cruda con alta actividad LH, en
comparacion con otros preparados que se purifican y tienen una baja
actividad LH, segun los fabricantes. La vida media biolégicaes <de 5h enla
vaca, por lo que se debe aplicar dos veces al dia (Aerts y Bols 2010b). La
FSH cruda fue dada una vez al dia durante 3 dias. Las FSH purificadas se
aplicaron dos veces al dia durante 4 dias, también de acuerdo con el
fabricante. Se demostré que el contenido de LH (15 a 20%) en preparados de
FSH afecta las tasas de fertilizacion y la calidad de los embriones y que
diferentes preparados de FSH habian inducido diferentes resultados
superovulatorios (Barros y Nogueira. 2001; Lopes da Costa et al., 2001).
Norgestomet es un progestadgeno con mayor actividad biolégica que la
progesterona natural, la supresion del celo via el uso de los implantes de
silicona de norgestomet ocurre debido a la liberacion diaria de
aproximadamente 137-138 ug de norgestomet desde el implante (Sudano et
al., 2011).

Hay evidencias de que la presencia de un foliculo dominante al comienzo del
tratamiento superestimulatorio disminuye la produccién de embriones (Aerts
y Bols. 2010b; Barros y Nogueira. 2001; Sudano et al.,, 2011). Se han
desarrollado estrategias para remover el efecto supresivo (B6 et al., 1995)
del foliculo dominante al iniciar los tratamientos superestimulatorios, tales
como FSH a partir del primer dia del ciclo estral, aspiracién del foliculo
dominante o de todos los foliculos 25 mm de didmetro o sincronizar la onda
folicular con estradiol y progesterona (Aerts y Bols. 2010b; Barros et al.,
2010; BO et al, 1995 o ablacion del foliculo dominante por
electrocauterizaciéon (B6 et al., 1995).
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Los tratamientos para inducir superovulaciéon han evolucionado desde
protocolos superestimulatorios que dependian de la detecciéon de celo a
tratamientos que sincronizan el crecimiento del foliculo y la ovulacion,
permitiendo una mejora en el manejo de donadoras e Inseminacion Artificial
a Tiempo Fijo (IATF). Los protocolos asociados con IATF facilitan el manejo
del animal y producen al menos tantos embriones viables como los
protocolos de tratamiento convencional que requieren la deteccion de celo
(Barros et al., 2010; B¢ et al., 2010).

Una vez que la vaca donadora es seleccionada, es tratada con FSH, esta
hormona es administrada dos veces al dia durante 4 dias, en el intervalo de 8
a 12 dias después del estro, con un CL funcional en uno de los ovarios.
Como resultado del tratamiento, multiples foliculos pueden desarrollarse en
los ovarios de la donadora. Al estro se liberan évulos en nUmeros multiples.
Este proceso se llama superovulaciéon (Grimes. 2008; Lopes da Costa et al.,
2001).

Para que la vaca sea llevada al estro, una prostaglandina (PGF2a) es
inyectada en el cuarto dia del plan de la FSH. La prostaglandina causa
regresion del cuerpo luteo y el estro ocurre 48 horas después. La cantidad
de FSH dada a la donadora varia basado en sus registros de transferencia
(numero de embriones y calidad). La respuesta de la donadora a la FSH es
altamente variable de vaca a vaca y puede ser origen de gran frustracion
para el criador. La mayoria de las hembras responden al tratamiento de la
superovulaciéon con un promedio de 5 a 7 embriones transferibles (Barati et
al., 2006; Hay et al., 1990; Grimes. 2008; Schiewe et al., 1987; Seydel Jr. 2006).
Los resultados pueden ir en rangos desde cero hasta alguna docena de
huevos por lavado (Grimes. 2008), de 0 a > 60 (Hasler. 2003). Alarcon et al.,
2010) reportan 4.5 y 5.3 embriones transferibles en Bos taurus y en Bos
indicus, respectivamente.

Con 20% de las donadoras produciendo 0 embriones, la superovulacion
seguird siendo un procedimiento caro e ineficiente. El gasto de las
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gonadotropinas, prostaglandinas o implantes de progesterona y el trabajo
gue involucra aplicar multiples inyecciones durante un periodo de dias,
deteccion de celo y varias inseminaciones son factores importantes en el
costo general de la superovulacion (Hasler. 2003).

En casos aislados, algunas vacas individuales no responden al tratamiento a
FSH. Algunas vacas que son superovuladas a intervalos regulares
disminuyen ligeramente el numero de embriones. Hay vacas que no
responden a los niveles de FSH dados en forma similar. La mayoria de las
dosis promedio de FSH fallan en un 10 a 15% sobre periodos de tratamiento
de 4 dias. Aun con estos promedios de dosis relativamente estrechos, las
vacas responden muy diferente. Algunas vacas pueden producir menor
numero de embriones de alta calidad, mientras que otras pueden producir
mayor numero de embriones de baja calidad a la misma dosis. La historia de
produccion ayuda a determinar la dosis correcta de FSH para una donadora
en particular (Grimes. 2008).

Tradicionalmente, los tratamientos con gonadotropinas se iniciaban durante
la mitad de la fase lUtea, aproximadamente a los 9-11 dias del estro alrededor
de la emergencia de la segunda ola folicular (Aerts y Bols. 2010b; Baruselli et
al., 2006; Bo et al., 2010; Lopes da Costa et al., 2001).

Por lo tanto, los protocolos de tratamiento convencional tienen dos
inconvenientes: (1) el requisito de entrenar personal dedicado a la deteccién
de celo vy, (2) la necesidad de contar con todas las donadoras en celo al
mismo tiempo para iniciar tratamientos al mismo tiempo (Baruselli et al.,
2006; BO et al., 2010).

El celo de todas las vacas se sincroniza con una inyeccién intramuscular de
100 pg de GnRH los dias 0y 6, seguida una semana mas tarde por 25 mg de
PGF2a aplicada por via intramuscular. Veinticuatro horas después de la
PGF2a, los animales fueron observados continuamente para detectar signos
de celo durante 72 h. Diez dias después de la aparicion del celo, un examen
rectal se realiza para confirmar la presencia de un CL. Al dia siguiente, los
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animales son sometidos a un régimen de superovulacion mediante dosis
decrecientes intramusculares de FSH, cada 12 h (AM-PM) durante 4 dias. En
el tercer dia, se aplican dos inyecciones (AM-PM) de 25 mg de PGF2a para
asegurar la lisis de los CL. Las donadoras se inseminan en 0, 12 y 24 horas
después de la aparicion de celo. La dosis total de pFSH recomendada para
las vacas Bos indicus fue de 280 mg y para las vacas Bos taurus fue de 400
mg (Barati et al., 2006; Baruselli et al., 2006). La razén de esta diferencia es
gue las vacas Bos indicus son mas susceptibles al tratamiento de la
gonadotrofina, ya que existe un pronunciado efecto sobre el entorno
folicular y mas foliculos inmaduros son reclutados en el tratamiento
siguiente (Baruselli et al., 2006). Las vacas fueron inseminadas con esperma
de un Toro Probado de la otra especie, es decir, las vacas Bos taurus fueron
inseminadas artificialmente con Bos indicus y viceversa, a fin de obtener
embriones F1 (Baruselli et al., 2006; Alarcon et al., 2010).

El tratamiento con gonadotropina coriénica (eCG) en el dia 5 fue
subsecuentemente incluido en el protocolo. eCG es una glicoproteina
secretada por las copas endometriales de la yegua prefiada que tiene ambas
actividades, LHy FSH, en la vaca. La eCG es un complejo glicoprotéico que
tiene una prolongada vida media (mas de 40 hrs), lo cual representa una
ventaja practica porque una sola administracién induce superovulacién
ovéarica (Bo6 et al., 2010; Smorag et al., 1981).

Sincronizacion de la onda folicular con estradiol y progesterona: se ha
demostrado que el uso de la progesterona en asociacién con estradiol
promueve atresia folicular e induce la aparicién de una nueva ola folicular,
aproximadamente 4 dias después del tratamiento. El tratamiento
superestimulatorio de FSH se inicia al comienzo de la nueva ola folicular (es
decir, 4 dias después de la insercién del dispositivo intravaginal de
progesterona y la administracion del estradiol). Dos dias después de FSH,
una dosis luteolitica de PGF2a es administrada y, 12 horas més tarde, el

dispositivo intravaginal es eliminado. Las vacas donadoras son sometidas a
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IA 12 y 24 horas después de la deteccion de celo; 7 dias mas tarde, los
embriones son recolectados, clasificados y congelados o transferidos. Este
protocolo tiene dos ventajas: (1) que puede iniciarse en cualquier dia del
ciclo estral y, (2) no es necesaria la deteccién de celo antes del tratamiento
de FSH. Sin embargo, la deteccion de estro todavia es necesaria antes de la
IA de las donadoras (Barros et al., 2010).

El propésito de estas modificaciones fue para reducir el trabajo y el manejo
que se requiere inherente al protocolo original (Baruselli et al., 2006). Vacas
donantes Limousine ciclando (n = 403) y Guzerat (n = 239) recibieron un
dispositivo intravaginal de liberacidén prolongada de progesteronay 2 mg de
benzoato de estradiol en el dia 0. Entre los dias 5y 9, las donantes reciben
dosis decrecientes de FSH, que oscilaban entre 200 y 300 Ul (Bos indicus) y
de 300 a 500 Ul (Bos taurus). En la tarde del dia 7, las donadoras recibieron
una inyeccién de 500 pg de clorprostenol y los implantes de progesterona
fueron eliminados 12 h més tarde (en la mafiana del dia 8). La IA se realiz6
entre las 14 y 26 h después de la primera deteccion de celo (Castro et al.,
2005).

Sin embargo, una mayor respuesta superovulatoria ocurre cuando los
tratamientos son iniciados el dia de emergencia de la onda folicular, en lugar
de 1 dia antes o entre uno y dos dias mas tarde (Baruselli et al., 2006; B6 et
al., 2010).

El surgimiento de la ola folicular ocurre sisteméticamente en el momento de
la ovulacion y experimentos realizados en ganado han indicado que es
posible inducir superovulaciéon de la primera onda folicular. Adams et al. en
1994, citados por B6 et al. (2010), informaron que no hay diferencia en la
respuesta superovulatoria cuando los tratamientos con FSH se iniciaron en
el momento del surgimiento de la primera o segunda ola folicular. Sin
embargo, el éxito se basa en la correcta determinacion del tiempo de la
ovulacién o deteccion precisa de celo con ovulacion esperada 1 dia después
de la aparicion del celo.
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El protocolo superovulatorio en vacas donadoras durante la primer ola
folicular consiste en la aplicacion de un dispositivo de liberacion prolongada
de progesterona (P4) junto con PGF2a, seguida por GnRH 7 dias después.
En el dia 0 (36 h) después de GnRH, la superovulacion con FSH se inicia
(dosis decrecientes dos veces al dia por 4 dias). La PGF2a es administrada
con las dos ultimas inyecciones de FSH y el dispositivo de P4 se remueve en
la altima inyeccién de FSH. La ovulacién es inducida con LH porcina (pLH)
24 h después de remover el dispositivo de P4, las donadoras son IATF 12 y
24 h después, los embriones son colectados 7 dias después del tratamiento
de pLH.

La inseminacion adecuada de la hembra donadora es un paso critico en el
proceso. La superovulaciéon produce muchos 6vulos que seran liberados en
el transcurso de varias horas. La aplicacion oportuna de semen de alta
calidad es necesaria para producir el maximo namero de 6vulos fecundados.
Debido a la variabilidad en el niumero de 6vulos y el momento de su
liberacion, las donadoras seran inseminadas de 1 a 3 veces durante y
después del celo. Un escenario tipico seria inseminar las vacas
superovuladas a las 12 y 24 horas después de la aparicién del calor (Grimes.
2008; Lopes da Costa et al., 2001) o 48 a 60 horas después de la PGF2a si no
se detecta celo (Lopes da Costa et al., 2001). El costo del esperma utilizado
probablemente determinard el numero de inseminaciones. Como en la
inseminacion artificial normal, el semen debe colocarse en el cuerpo del
Gtero o a la entrada de cada cuerno uterino (Grimes. 2008).

En el tropico de México, Contreras et al. (2008), superovularon vacas
Brahman (dia 0 = dia del comportamiento estral) con una dosis decreciente
de 240 mg de FSH durante los dias 9-12 del ciclo estral y 25 mg de PGF2a en
latarde del dia 11 y la mafiana del dia 12 para inducir el celo. En los dias 13y
14, las vacas fueron IA con semen de toro Holstein, 12 y 24 hrs después de la
aparicién del celo.
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2.6.- Desarrollo y morfologia embrionaria.
La fecundacién implica la penetracion del espermatozoide al 6vulo y el
intercambio genético que ocurre entre ellos. Después gque se completa la
singamia, se inicia la particién del 6vulo fecundado, las divisiones son
sincrénicas los primeros dias y conforme avanza su desarrollo pierde esta
caracteristica (Noriega y col. 1995).
Estadios de desarrollo del embriéon viable en el momento de la obtencion
(Barati et al., 2006; Grimes. 2008; Noriegay col. 1995).

a) Morula temprana.
Se refiere a una agrupacion de células que tienden a ser esféricas, en la cual
se pueden observar individualmente los blastomeros, la cuenta celular es
dificil. La masa celular ocupa el 80% del espacio perivitelino.

b) Morula madura o compacta.
La principal caracteristica es la compactacion de la masa celular con
blastémeros de forma poligonal. En la periferia de la masa celular las células
son esféricas. Es imposible la observacién individual de los blastémeros. La
masa celular ocupa el 60-70% del espacio perivitelino.

c) Blastocisto temprano.
Es un embrion en fase de mérula compacta en la que se empieza a formar
una cavidad interna ocupada por fluido conocido como “blastocele”. El
blastocisto tiene una apariencia de anillo y ocupa el 70-80% del espacio
perivitelino. La diferencia visual entre el trofoblasto y la masa celular es
apreciable. El blastocele abarca menos del 50% de la masa celular del
embrion.

d) Blastocisto maduro.
Se caracteriza por una pronunciada diferenciacion entre las células del
trofoblasto (que se alarga y extiende en toda la periferia del embrién) y el
disco embrionario que es una masa muy pequefia de color muy oscuro. El
blastocele abarca mas del 50% del embrion y el embrion ocupa el 90% del

espacio perivitelino.
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e) Blastocisto expandido.

La caracteristica principal es el aumento considerable del diametro del

embridn, asi como el adelgazamiento de la zona pellcida (hasta un tercio de

su grosor normal) y la ocupacion del 100% del espacio perivitelino.

f) Blastocisto en eclosién.

En esta fase de desarrollo, el embrion tiene fisurada la zona pellcida por

donde eclosiona paulatinamente hasta salir totalmente de ella. EI embrién

puede tener la forma esférica de un blastocisto expandido o bien estar

colapsado.

Morfologia de un embrion en el estadio de blastocisto temprano

1.
2.

El embrién bovino tiene un diametro de 150 a 190 micras.

La zona pelucida tiene un grosor de 12 a 15 micras y esta compuesta
de mucoproteinas. Su funcién es aislar y proteger para proporcionar
un microambiente especial a la masa celular embrionaria.

El espacio perivitelino es el hueco que hay entre la zona pellacida y la
masa celular y es aqui donde se crea el microambiente especial para
el embridén.

El trofoblasto esta constituido por las células diferenciadas aplanadas
gue van a dar origen a las membranas fetales del embrién.

Los blastomeros son la unidad funcional del embridon, su numero varia
de acuerdo con el desarrollo embrionario.

El botén embrionario o masa celular esta formado por blastémeros

gue daran origen al individuo mismo.
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2.6.1.-Técnica de obtencidon, busqueda y evaluacion embrionaria.

Siete dias después de la IA, se realiza un examen rectal para evaluar el
numero de CL formados y asi poder establecer la respuesta superovulatoria
(Alarcén et al., 2010; Noriega y col. 1995; Sudano et al., 2011; Suzuki et al.,
1989).

El momento mas adecuado para realizar la obtencion embrionaria es entre
los 6.5y 8 (Hruska Jr. 1991; Lehn-Jensen y Rall. 1983) dias de iniciado el
estro, de otra manera se encontraran embriones muy jovenes o embriones
eclosionados sin zona pellucida; ademés, los embriones bajan del oviducto
hacia el Utero entre el cuarto y el quinto dia y antes de ese tiempo es dificil
recuperar los embriones, (Noriega y col. 1995).

La recuperacién generalmente se logra mediante técnicas no quirdrgicas
(Alarcon et al., 2010; Barati et al., 2006; Contreras et al., 2008; Grimes. 2008;
Hruska Jr. 1991; Khurana y Niemann. 2000; Lehn-Jensen y Rall. 1983; Lopes
da Costa et al.,, 2001; Niemann. 1985; Rizos et al., 2001; Sudano et al., 2011,
Suzuki et al., 1989). Los métodos no quirurgicos de coleccion de embriones
son generalmente preferidos sobre procedimientos quirudrgicos (Smorag et
al., 1981) debido a los traumas, riesgo y tiempo que se requieren para la
cirugia, aunque la tasa de recuperacion puede ser mas baja con estos
métodos. Se han hecho intentos para reducir el tiempo y la complejidad de
los métodos sin disminuir la tasa de recuperacién de embriones. La
recuperacion del numero de embriones bovinos por medio de lavar
simultaneamente ambos cuernos uterinos se ha reportado similar al método
de lavar los cuernos uterinos independientemente (Hay et al., 1990).

El proceso de recuperacion es relativamente simple y puede ser completado
en 30 minutos o menos (Grimes. 2008). La donadora se debe colocar en una
trampa que le brinde comodidad y seguridad. El piso debe ser antiderrapante
y con una elevacion anterior de 15°, esto permite que las visceras se
retraigan hacia atras, facilitando la manipulacién de los 6rganos genitales
(Noriega y col. 1995).
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Una vez que el animal se encuentra en la trampa se inmoviliza sujetandolo
por el cuello y se le coloca un tubo a la altura de la tibia para evitar que patee
y lastime al técnico que realiza la obtencién embrionaria. Después se lava la
parte posterior del animal con agua y jabon, eliminando por completo la
tierra, pasturay estiércol.

El animal se lava y desinfecta a nivel de la Gltima vértebra sacra y primera
coccigea con Benzal o alcohol al 70% (Noriega y col. 1995) y recibe un
bloqueo epidural con 5 ml de Xilocaina al 2%, para evitar que la donadora
realice movimientos peristalticos rectales y a su vez se evitan movimientos
defensivos (Grimes. 2008). Se introduce la mano enguantada para extraer el
estiércol, esto facilita aun mas la manipulacién de los 6rganos genitales
(Noriega y col. 1995), y en este momento se palpan los ovarios para evaluar
la respuesta superovulatoria. Las vacas con més de dos CL son “lavadas”
(Alarcén et al., 2010; Lopes da Costa et al., 2001).

Antes de iniciar la coleccién embrionaria se prepara el siguiente material: se
conecta una manguera Tygon, un filtro Emm-com y un frasco con medio
modificado de Dulbecco’s (PBS), con el propésito de enjuagar la manguera
Tygon y el filtro Emm-com. Finalmente, la malla del filtro y la manguera
Tygbn deben permanecer con medio, evitando burbujas de aire (Noriega y
col. 1995).

El frasco con medio PBS a 37 °C, se cuelga conectado por un extremo a la
manguera Tygdn y esta por el otro extremo al filtro Emm-com que se coloca
en el piso, aun lado de latrampa, ala sombray en un lugar seguro.

Se lava la regién vulvar (Noriega y col. 1995) y se introduce la sonda Foley
de goma flexible y de dos pasos (25”), sobre un mandril de acero inoxidable
cubierta con una camisa sanitaria (chemise), para darle rigidez y facilitar el
paso por el cérvix, dirigiendo la sonda hacia el cuerno uterino con una
mayor respuesta superovulatoria.

El globo del catéter Foley se coloca en el tercio medio del cuerno uterino
(Noriegay col. 1995) y es inflado con 10 ml de solucién salina para mantener
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el catéter en su lugar y evitar reflujo de liquidos (Grimes. 2008). Teniendo
cuidado de no inflar demasiado el globo ya que se lesiona la mucosa
endometrial y se producen hemorragias, se comprueba que el globo ha
gquedado fijo en el cuerno uterino, para que al momento del masaje este no
permita la salida del medio. Después se retira el mandril y se conecta el
extremo posterior de la sonda de Foley a la sonda Tygén. Para la obtencién
embrionaria se necesitan de 1 a 2 | de Solucion Dullbecco’s (PBS; Barati et
al., 2006; Khurana y Niemann. 2000; Noriega y col. 1995) o solucién salina
(Grimes. 2008) o Vi-Gro (Alarcén et al., 2010) o solucion Hartman tibia. El
medio se introduce por gravedad a volumenes aproximados de 100 a 200 ml,
la entrada del medio al cuerno se regula mediante un clamp. La cantidad
total del medio varia de acuerdo con la edad del animal, la raza y el tamafio
de los cuernos uterinos.

El flujo del medio y el masaje ocasionan que los embriones se desprendan
del endometrio. El masaje se realiza suavemente con las yemas de los dedos
desde la union uterotubarica hasta el lugar donde se encuentra el globo.
Después se desaloja el liquido del cuerno uterino abriendo el segundo clamp
al mismo tiempo que se ejerce masaje. El medio llega al filtro Emm-com por
gravedad, se debe cuidar que el medio no se derrame para evitar la pérdida
de embriones. Esta operacién se repite 3 a 5 veces por cuerno uterino
(Grimes. 2008; Noriegay col. 1995).

Una vez terminada la obtencion embrionaria del cuerno ipsilateral al ovario
con mayor respuesta superovulatoria, se desinfla el globo y se introduce de
nuevo el estilete previamente desinfectado, a la sonda Foley que se dirigira
ahora al cuerno uterino donde hay una menor respuesta superovulatoria, se
repite la misma operacion (Grimes. 2008; Noriega y col. 1995)).

Una vez terminada la obtencién embrionaria, a la donadora se le aplica
PGF2a o algun anélogo por via i.m. para destruir los CL y evitar que quede
gestante (Noriegay col. 1995).
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Terminado el lavado uterino se saca el catéter Foley y junto con la manguera
Tygbn se enjuaga con PBS para que se desprendan los embriones que
hayan quedado adheridos a las superficies del material (Noriegay col. 1995).
El filtro se desconecta de la sonda Tygon y es llevado protegido de la luz
solar al laboratorio, donde se debe de manejar con cuidado para evitar que
se caiga o se derrame el medio junto con los embriones. El exterior del filtro
debe estar completamente limpio, por lo que se debe de proteger con una
bolsa de plastico para evitar que se ensucie o caiga materia organica
adentro; el filtro debe estar previamente identificado ya sea con nimeros o
letras, que corresponda con el numero de la donadora, raza y color del arete
para evitar confusiones entre las razas de los embriones (Noriega y col.
1995).

El lavado del filtro Emm-com, se debe de realizar de una manera réapida y
eficaz para garantizar con ello la integridad y supervivencia de los
embriones.

1. Antes de quitar la tapadera del filtro Emm-com debe enjuagarse el
pivote de la misma.

2. Se destapa el filtro con cuidado.

3. La parte interna de la tapadera se lava y se escurre golpeando
ligeramente en el interior de la orilla del filtro.

4. Se inclina el filtro y se abre la pinza dejando escapar el medio hasta la
mitad de la malla del mismo.

5. Se lavan las paredes y la parte libre de la malla (donde no contiene
liguido), barriendo hacia abajo el detritus, el moco y coagulos
adheridos alos embriones.

6. Una vez que aumente el nivel del medio en el filtro se abre la pinza de
nuevo, repitiendo la operacion cuantas veces sea necesario hasta
obtener finalmente un medio cristalino, el cual facilita la busqueda de
los embriones. Los embriones siempre deben permanecer con PBS en

el filtro, para evitar cambios de osmolaridad.
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7. El medio obtenido del filtro Emm-com se deposita en una caja de Petri.
8. La caja de Petri debe tener cuadros con un area de 1 cm? cada uno, de
modo que al momento de enfocar en el microscopio estereoscépico
con 10y 12 aumentos se pueda abarcar esta area (Alarcon et al., 2010;
Noriegay col. 1995).
9. Las cajas de Petri deben estar estériles.
10.No es recomendable colocar la identificacién de las cajas de Petri en
las tapaderas pues éstas se pueden cambiar entre unay otra.
Se realizan busquedas de los embriones en una caja de Petri de 100 X 10 con
microscopio estereoscopico de 10 y 12 aumentos (Noriega y col. 1995). La
técnica se efectua en forma rpida y ordenada, de arriba abajo y de izquierda
a derecha. Se utiliza una jeringa de insulina con aguja hipodérmica calibre 20
X 32 0 22 X 32 para mover el detritus y encontrar embriones ocultos entre
ellos, asi como también en las orillas de la caja. Al localizar un embrién se
introduce una pipeta Pasteur con un didmetro de 250 a 500 pm con la punta
previamente redondeada a fin de no dafarlo y poder extraerlo y depositarlo
en la caja de Petri de 35 X 10. Una vez terminada la primera busqueda de
embriones en la caja de Petri de 100 X 10, se realizaran enseguida una
segunda y tercera busqueda embrionaria, antes de iniciarla se agita el medio
en forma enérgica con la pipeta Pasteur, se evita el derramamiento y, se
espera de 3 a 5 minutos para que desciendan los embriones al fondo de la
caja. Se recomienda que la tercera busqueda la realice otro especialista en
TE.
Los embriones se colocan en una caja de Petri de 35 X 10 y se retnen en el
centro de la caja evitando dejar embriones en la orilla. Los embriones
transferibles se separan por su estadio y calidad para la congelacion y para
la transferencia en fresco (Grimes. 2008; Noriega y col. 1995).
Todas las estructuras encontradas en la caja de Petri se registran en la hoja
de coleccion diaria.
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Para determinar la fase de desarrollo y calidad se utiliza el microscopio
estereoscopico de 40 y 50 aumentos segun los criterios propuestos por la
Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (Alarcén et al., 2010
Noriegay col. 1995).
Calidad del embrién en el momento de la obtencién (Barati et al., 2006
Grimes. 2008).
1. - Excelente. Transferible.
2. - Bueno. Transferible.
3. - Regular. No Transferible.
4. - Malo. No Transferible.
Criterios que se toman para la evaluacion de los embriones.

a) Estado de desarrollo de acuerdo con la edad
Si se colecta en el 7° dia, retrasos de desarrollo de 1 a 1.5 dias disminuyen
los porcentajes de prefiez. Asimismo, embriones de adelanto de desarrollo
de 0.5 a 1 dia al momento de congelar bajan su porcentaje de viabilidad por
pérdida de la zona pellcida.

b) Numero de blastomeros.
Cuando un embrién tiene menos de 30 células en el dia 7° es un embridn no
transferible. Un embrién serd apto para la transferencia, solo cuando el
numero de blastomeros sea dificil de contar.

c) Compactacién celular
Una buena compactacién permite la nutricibn entre los blastomeros y
contribuye a la formacion del blastocele. Los blastdbmeros tienen forma
poligonal, tamafio uniforme y simétrico.

d) Color.
La presencia de manchas claras y oscuras o cuando el embrion es muy claro
indican la existencia de vesiculas, que se asocian con problemas
metabdlicos. La presencia de vesiculas es normal siempre y cuando no sean
muy grandes y se localicen en embriones de estadios como blastocistos
tempranos y blastocistos maduros.
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e) Blastémeros extruidos.
Son células que se quedaron en una etapa temprana de desarrollo y se
observan como células grandes en el espacio perivitelino. Mientras mas
blastomeros se encuentren fuera del boton embrionario menor calidad
tendré el embridn.

f) Zona pelacidairregular.
Irregularidades en la zona pellcida sin ruptura se destinan a la transferencia
en fresco.

g) Detritus celular en el espacio perivitelino.
La presencia de restos celulares indica el rompimiento de membranas o la
degeneracion celular, mientras mas detritus haya mayor sera el grado de
degeneracion embrionaria.
Actualmente la evaluacion morfolégica es la forma mas practica para
determinar la calidad del embriéon, basandose en los porcentajes de
gestacion obtenidos por embrién (Noriega et al., 1995).
La evaluacién de embriones fijados por microscopia de luz (confocal) y
electrénica (Aguilar et al., 2002; Marquez et al., 2005) ayudan a corroborar
gue los clasificados como de mala calidad por microscopia estereoscoépica
(Contreras et al.,, 2008), realmente poseen malas caracteristicas
morfoldgicas. Y un alto porcentaje de embriones que fueron clasificados
como de buena calidad por este método mostraron caracteristicas de
embriones en proceso de degeneracion, por lo que cuando este tipo de
embriones se transfieren disminuyen notablemente sus oportunidades de
gestar (Aguilar et al., 2002).
Grados de calidad del embrién
Grado 1 o Excelente: masa embrionaria compacta, simétricamente esférica,
color ambar, tamafio y densidad uniforme. Este embridn es consistente con
el estado de desarrollo esperado. Las irregularidades deben ser
relativamente menores, y al menos 85% de material celular puede estar

intacto, masa embrionaria viable. Este juzgamiento deben estar basado en el
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porcentaje de células embrionarias representadas por el material extruido (1
blastémero) en el espacio perivitelino. La zona peliacida debe tener una
superficie plana que pueda causar que el embrion se adhiera a la caja de
Petri 0 a la pajilla (Aguilar et al., 2002; Grimes. 2008; Niemann. 1985; Noriega
y col. 1995).

Grado 2 o Bueno: al menos 50% del material celular debe estar intacto,
(ligera descompactacion), masa embrionaria viable, Irregularidades
moderadas en el total de la masa embrionaria o en densidad, color y tamafio
de las células individuales (un blastomero grande o varios pequefios
extruidos; Aguilar et al., 2002; Grimes. 2008; Niemann. 1985; Noriega y col.
1995).

Grado 3 o Regular: marcada descompactacion, blastomeros extruidos, color
oscuro con presencia de vesiculas, desechos celulares, irregularidades
mayores en la forma de la masa embrionaria o en densidad, color y tamafio
de las células individuales. Al menos 25% del material celular debe estar
intacto, masa embrionaria viable. Estos embriones se transferiran en fresco,
ya que no soportan satisfactoriamente la congelacién (Aguilar et al., 2002;
Grimes. 2008; Niemann. 1985; Noriega y col. 1995).

Grado 4 o Malo, No transferible, Muerte o degeneracion: masa 50% de lo
normal, retraso en el desarrollo de mas de dos dias, zonas claroscuras e
irregulares en el blastomero. Marcada degeneracién embrionaria. También
seran clasificados como no transferibles: Ovulos, embriones de 2 a 16
células y mérulas tempranas (Aguilar et al., 2002; Grimes. 2008; Niemann.
1985; Noriegay col. 1995).

Se puede notar que la evaluacion de embriones es una evaluacion subjetiva
(Contreras et al., 2008; Grimes. 2008) y no es una ciencia exacta. Para tener
una forma sencilla de describir la evaluacién de un embrion, se utilizan una
serie de numeros, de manera que podemos saber la etapa de desarrollo y la
calificacion del embrién. El siguiente cédigo estandarizado es reconocido
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por la Sociedad Internacional de Transferencia Embrionaria (SITE; Grimes.
2008; Noriegay col. 1995).

Cuadro 1. Codificacion de las estructuras embrionarias (Grimes 2008;
Noriegay col. 1995).

Estadio Cdbdigo Calidad Cddigo
Ovulo 1 Excelente 1
Embrion de 2 a 16 células Bueno 2
Morula temprana Regular 3
Moérula compacta No transferible 4

Blastocisto temprano
Blastocisto maduro
Blastocisto expandido

Blastocisto en eclosion

© 00 N oo o0~ WD

Blastocisto en eclosion expandido

Una vez terminada la evaluacién, los embriones deber ser lavados e
identificados.

1. Se usa una pipeta Pasteur para lavar los embriones.

2. Se utiliza PBS con 0.4% de Albumina Sérica Bovina (ASB) o con 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB).

3. Se toma el medio necesario con la pipeta para formar de 7 a 10 gotas
en una caja de Petri de 100 X 10.

4. Unavez que se deposita el embridon en una gota, se realizara su lavado
al subirlo y bajarlo 5 a 7 veces con la pipeta en las restantes gotas.

5. Para pasarlos a la gota inmediata, es necesario tomar un poco del
medio de ella, extraer el embrién y finalmente depositarla en la ulterior
gota.

6. Esta operacion se repite cuantas veces sea necesario para eliminar en

su totalidad el detritus adherido a la zona pelucida.
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7.

Una vez lavados los embriones se colocan en gotas independientes
de PBS.

La identificacion debe anotarse en la base externa de la caja de Petri
de 100 X 10, asi como, en la parte externa de su tapadera. Escribiendo
los datos abreviados de la donadora, raza y color del arete, estadio y
calidad del embrién, y el numero de la pajilla que le corresponde.

Una vez colocados los embriones individualmente en cada gota se
verifica que permanezcan en ella, si se juntan varios en una sola gota
deben ser de la misma calidad y estadio. Se cubren las cajas para
evitar contaminacion. Al transportar las cajas se debe evitar el juntar
las diferentes gotas donde se depositaron los embriones (Noriega y
col. 1995).

Preparacién e identificacion de las pajillas para su congelacién

1.

2.

3.

Se usan pajillas de 0.25 ml (Noriega y col. 1995; Hruska Jr. 1991;
Niemann. 1985).

Se debe evitar tomar las pajillas de la punta. Ademas, se colocan
sobre un papel absorbente estéril que no suelte pelusa.

Se utiliza un marcador de punto fino, atéxico e indeleble y los datos
deben anotarse en forma ordenada, con letra claray legible

El orden de los datos en las pajillas de 0.25 ml se sigue de acuerdo
con las normas establecidas por las Asociaciones Internacionales de

Transferencia Embrionaria (AITE; Noriegay col. 1995).
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2.6.2.-Técnicas de congelacion y descongelacién embrionaria.
La inmensa mayoria de embriones bovinos han sido criopreservados usando
tasas de congelacion y descongelacién controladas. Hay numerosas
modificaciones, de las cuales exponemos las mas comunes (Niemann. 1991).

1. Adicion de un crioprotector:
La adopcion generalizada de la congelacién de embriones en etilenglicol
(Alarcén et al., 2010; Grimes. 2008; Niemann 1991; Suzuki et al., 1989) para
transferencia directa (TD) después de la descongelacién ha hecho la
transferencia de embriones congelados mas practica en una amplia variedad
de condiciones en el campo (Hasler. 2003; Smorag et al., 1981).
Anteriormente, la congelacion se realizaba con glicerol 1.4 M al 5% (Hruska
Jr. 1991; Lehn-Jensen y Rall. 1983; Niemann. 1985, 1991; Rall. 1992; Smorag
et al., 1981) o al 10% (Contreras et al., 2008; Khurana y Niemann. 2000), este
permite una alta supervivencia de los embriones bovinos producidos in vivo
(Leibo y Pool. 2011).
Los embriones son expuestos a glicerol al 10% por un método de tres pasos
(3.3%, 6.7% y 10%) con un equilibrado de 10 minutos para cada
concentracion. La morula y el blastocisto sobreviven a la congelacion
igualmente bien (Khurana y Niemann. 2000).

2. Cargade los embriones en las pajillas:
Los embriones individuales son cargados en el centro de las pajillas de 0.25
ml (Niemann. 1991) separados por burbujas de aire de las dos columnas del
medio de congelacion (Khurana y Niemann. 2000; Noriega y col. 1995). El
sellado se realiza por medio de presion en la punta de la pajilla, con una
pinza Kelly, posteriormente se sella con calor y se redondea la orilla con los
dedos, esto evita que se atoren en la congeladora (Noriega y col. 1995).

3. Transferencia a un equipo de congelacion:
Las pajillas son transferidas (Niemann. 1991) directamente a un
precongelador de etanol cuando la temperatura del termdémetro digital marca
0°C, el algoddn de alcohol polivinilico va hacia arriba (Noriega y col. 1995).
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Se inicia la congelacion descendiendo la temperatura 1°C por minuto hasta
alcanzar la temperatura de —7°C. Se prepara un termo cafetero con nitrégeno
liguido para sumergir las puntas de una pinza de diseccién que se utilizara
para la cristalizacion de la pajilla (Noriega y col.1995).

4. Induccion de cristalizacion:
Procedimientos que controlan las tasas de congelacion y descongelacion
requieren induccion artificial de la cristalizacion a temperaturas de
aproximadamente de —6°C a —7°C en orden de evitar sobrecongelacién
excesiva de los embriones. Este proceso implica cuatro variables tales como
el propio dispositivo de refrigeracién, el contenedor de congelacion, el
volumen de la muestra y el instrumento de cristalizacién y su temperatura.
La alteracion de la temperatura debido a la liberacion de calor de fusion y el
cambio en la osmolaridad requiere un periodo de adaptacién de 5 a 10 min
para equilibrar el volumen celular y temperatura. La cristalizacion manual
debe hacerse rapida y cuidadosamente al tocar el segmento de liquido en el
extremo opuesto al embrién (Niemann. 1991), hasta observar la formacién de
una pequefa porcion de hielo (Noriega y col. 1995).

5. Congelacion lenta:
Cuando se ha formado hielo en toda la columna donde se encuentra el
embridn se congela paulatinamente descendiendo —-0.6°C por minuto hasta
alcanzar la temperatura de —36°C. (Niemann. 1991; Noriegay col. 1995).

6. Inmersion y almacenamiento en nitrogeno liquido ( —196°C):
Los bastones con sus gobeletes deberdn estar sumergidos en nitrégeno
liguido, para poder depositar las pajillas. No se deben exponer las pajillas al
ambiente por mas de 3 segundos, para evitar ocasionar muerte embrionaria
por choque térmico. Los bastones junto con las pajillas se sumergen en
nitrégeno liquido a —=196°C (Leibo y Pool. 2011; Niemann. 1991; Noriega y col.
1995).
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7. Descongelacion de las muestras:
Se retira la pajilla del termo agitdndola durante 6 segundos. La
descongelacion se realiza en agua a 37°C durante 20 segundos, se seca con
toalla absorbente desechable, se comprueban los datos del embrién. En la
platina caliente del microscopio estereoscépico se coloca la pajilla y se
realiza la busqueda del embrién con el objetivo 12 X. (Contreras et al. 2008;
Niemann. 1991).
8. Eliminacién del crioprotector:
Dentro de los métodos de remocidén del crioprotector el mas utilizado es el
gue se realiza en cuatro pasos, que consiste en colocar los medios para
descongelar en una caja de cuatro pozos (multiweldish) en orden
consecutivo.
Para que descienda el embridon de la pajilla al medio de descongelacién, se
coloca la punta de la pajilla previamente cortada en la superficie del medio
numero 1. Posteriormente se introduce el estilete por la parte superior de la
pajilla empujando el algodén y se vacia el medio con el embriéon. Evite
depositar el algoddén en el pozo. El embrién permanece 5 minutos en cada
pozo con distinta concentracion del medio.
Orden de las diluciones en los pozos de la caja multiweldish:
a) Pozo 1: medio modificado de Dulbecco’s (PBS) [0.4% Albumina Sérica
Bovina (ASB) o0 10% Suero Fetal Bovino (SFB)].
Glicerol 6%.
Sacarosa 0.3 molar.
b) Pozo 2: PBS (0.4% ASB o 10% SFB).
Glicerol 3%.
Sacarosa 0.3 molar.
c) Pozo 3: PBS (0.4% ASB o 10% SFB).
Sacarosa 0.3 molar.
d) Pozo 4: PBS (0.4% ASB o 10% SFB).
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Se hace una evaluacion final y si el embridon es transferible se empajilla con
10% de PBS y 10% de SFB. Una vez concluida la evaluacién, se introduce el
embridén en una pajilla de 0.25 ml repitiendo la serie de burbujas y columnas.
Se confirma la presencia del embrién en la pajilla con el microscopio

estereoscopico de 12 X aumentos (Niemann. 1991; Noriega y col. 1995).
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2.7.- Método de transferencia embrionaria por via transcervical.

A los siete dias de salir en celo y tras la comprobacién de la existencia de
un cuerpo liteo a la palpacién rectal (Lopes da Costa et al., 2001; Suzuki et
al., 1989; Wallace et al., 2011) se realiza la transferencia embrionaria por via
transcervical.

Al igual que las hembras donadoras, las receptoras reciben un bloqueo
epidural para facilitar la manipulacion rectal. La pistola de transferencia
cargada con el embrién se pasa cuidadosamente a través de la vulva y el
cuello uterino, dirigiéndola lo més adelante en el cuerno uterino ipsilateral al
ovario con el cuerpo luteo activo (Grimes. 2008; Hruska Jr. 1991; Lopes da
Costa et al., 2001; Niemann. 1985; Noriega y col. 1995; Wallace et al., 2011).
El embarazo no ocurre a menos que el embrién se coloque en el cuerno
uterino con el CL activo (Grimes. 2008). Betteridge (2000), reporta gestacién

en el cuerno contralateral al CL funcional.
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2.8.- Seleccién y manejo de receptoras.

En muchos sentidos, el manejo 6ptimo de receptoras es mas critico para el
éxito de un programa de transferencia de embriones que el de las
donadoras, ya que de la receptora se espera que quede prefiada, mantenga
el embarazo hasta término, parir sin asistencia y lograr un ternero de alto
meérito genético (Baruselli et al., 2011; B6 et al., 2002; Jones y Lamb. 2008;
Siqueira et al., 2009; Wallace et al., 2011).

Porque el mantenimiento de las receptoras representa un alto costo
economico (Betteridge. 2003; B0 et al., 2002; Baruselli et al., 2010; Nasser et
al., 2004; Siqueira et al., 2009), en un programa de transferencia embrionaria,
la mayor proporcion de animales gestantes después de la TE ser& el mayor
beneficio (Siqueira et al., 2009).

El principal criterio para seleccionar vacas receptoras es que no estén
gestantes y con no mas de 90 dias posparto, menos de cinco partos y sin
trastornos patolégicos en utero. Facilidad de parto y capacidad materna.
Unicamente animales con CL detectado por palpacién rectal y con una CC
promedio de 2.5 a 3.6 en la escala de 1 a 5. Las novillas pueden utilizarse
como receptoras pero en general son un gran riesgo por la dificultad al parto
(Alarcon et al., 2010; Grimes. 2008).

Recientemente, un analisis retrospectivo de 8034 receptoras B. indicus x B.
taurus sincronizadas con un protocolo basado en P4y estradiol para TETF vy,
recibiendo un embrién producido in vitro, mostré6 una correlacion positiva
entre el didmetro del CL (determinado por ultrasonografia) y promedio de
gestacion (Nasser et al., 2009).

En el mismo estudio, los promedios de gestacion fueron también afectados
por el numero de CL al momento de la TE: los promedios de concepcién en
receptoras con un CL fueron menores que en receptoras con dos o mas CL
(45.8% (1880/4109) v. 51.3% (328/639), respectivamente). Estos datos son
soportados por otros reportes que muestran un mejoramiento en los

promedios de prefiez en receptoras B. indicus X B. taurus con CL multiples y
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concentraciones de P4 en plasma elevados (Baruselli et al., 2010; B6 et al.,
2002; Nasser et al., 2009).

Hay otros reportes considerando el efecto de P4 en promedios de
concepcién en la literatura. Por ejemplo, Spell et al.,, (2001) no observan
alguna diferencia en concentraciones de P4 en plasma entre receptoras B.
taurus que quedaron o no gestantes después de la TE. Finalmente, se
encontré una declinacion en promedios de concepcidon en receptoras con
niveles de P4 arriba de 6 ng/ml (Nogueira et al., 2004).

Estas diferencias pueden ser debido al manejo nutricional y genético (v.g. B.
indicus v. B. taurus). Hay algunas diferencias fisioldgicas entre vacas Nelore
(B. indicus) y Holstein (B. taurus): el foliculo dominante al momento de la
maduracion es menor en B. indicus que en B. taurus (6.0 v. 85 mm,
respectivamente); el inicio de la capacidad ovulatoria del foliculo dominante
después del desafio con LH ocurre a un menor diametro en B. indicus
comparada con B. taurus (7-8.4 v. 10 mm, respectivamente); y el diametro
maximo del foliculo dominante (10-12 v. 14-20 mm) y el CL (17-21 v. 20-30
mm) es menor en B. indicus que en B. taurus. Estas diferencias tienen
importantes implicaciones practicas, porque el cuerpo luteo es mas dificil de
palpar en vacas B. indicus. Estudios previos han mostrado que las
concentraciones de P4 contenido en el CL y P4 en suero son menores en
vacas B.indicus que en B. taurus (Baruselli et al., 2010).
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2.9.- Transferencia embrionaria en receptoras cebuinas en el trépico.

2.9.1.- Eficiencia reproductiva en vacas cebuinas.

Para evaluar la eficiencia reproductiva del hato un criterio excelente es la
medida del intervalo entre partos (IEP) ya que determina la productividad
(Segura. 1987Db). El IEP se define como el tiempo comprendido entre un parto
y otro. La capacidad reproductiva del ganado Bos indicus es pobre
comparada con el ganado Bos taurus en diferentes temperaturas
ambientales (Lamothe-Zavaleta et al., 1991), esta baja eficiencia reproductiva
se refleja en una limitada cantidad de becerros producidos en los ranchos,
solo 50 % son destetados (Esperdon. 1996). En ganado lechero se reporta un
IEP ideal de 12.5 meses o 380 dias en el altiplano mexicano (Duchateau.
1978). Galina et al. (1986) realizaron una revision de la duracion del IEP a
nivel nacional y encontraron un valor de 15-16 meses (456-487 dias) para el
ganado cebl, asimismo, razas Bos indicus se reproducen mas
eficientemente en los meses calientes del afio, comparados con razas de
Bos taurus. Sin embargo, se ha reportado que en el trépico seco mexicano el
ganado cebu tiene un IEP promedio de 537 + 194 dias, pero no se observo
estacionalidad reproductiva del hato (Martinez. 1994).

Debido a la variabilidad de reportes en el tropico seco (Colima, México)
acerca de la estacionalidad en los aspectos reproductivos: época de parto:
produccion de leche y crecimiento de becerros (Choisis et al., 1987), asi
como, dos épocas de parto (Marzo-Abril y Septiembre-Diciembre) en ganado
de doble propédsito (Cervantes et al., 1987); y en el tropico humedo (Huasteca
y Sureste) IEP de 520 dias en ganado suizo, 435 dias en cruzas suizo/cebl y
504 dias en holstein/cebl y 406 dias en cebu/pardo suizo (De Alba et al.,
1985; Gonzalez et al., 1986). Esperdn (1996), reporta resultados de IEP para
ganado en el tropico en el cuadro 2 y propone como una meta viable para el
tropico mexicano un IEP de 16 meses (480 dias), aunque considera que no
es el ideal.
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Cuadro 2. Comparacion del intervalo entre partos (IEP) en el tropico
mexicano (Esperén. 1996).

AUTORES IEP (dias)
Alvarado (1979). 491
Alvarez (1979). 386
Alvarez R. (1983). 409
Boada (1984). 520
Choisis et al (1987). 478
Fraga (1977). 403
Galina et al (1986). Promedio de 26 investigaciones. 442
Gonzélez et al (1986). 480
Jana (1980). 476
Ledesma (1976). 480
Lima (1982). 457
Mora (1982). 380

59


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

2.9.2.- Caracteristicas del ciclo estral en vacas Bos indicus.

Permanecer inmoévil cuando es montada por un toro o compafiera de rebafio
es el signo principal y mas confiable de celo y el mejor indicador de que una
vaca o vaquilla esta en un estado pre-ovulatorio y sexualmente receptivo. La
permanencia inmovil a la monta define el “verdadero celo” (Orihuela. 2000).
Después de la lutedlisis, disminuyen las concentraciones séricas de
progesteronay concentraciones circulantes de estradiol-17f producidas por
el foliculo dominante aumentan. La disminucion de progesterona y el
aumento de estradiol-17B son responsables del comportamiento de celo y la
ola preovulatoria de GnRH/LH. El Celo, el periodo de receptividad sexual,
dura entre 30 minutos y 27 h en B. taurus y entre 1.3y 20 h (media de 10 h)
en B. indicus (B¢ et al., 2003; Orihuela. 2000). La aparicién del celo coincide
con la ola preovulatoria de LH seguido de ovulacion, en promedio, 26 a 28 h
mas tarde (Sartori and Barros. 2011).

La duracion del celo y su deteccién es particularmente dificil en B. indicus
debido a la corta duracién del estro conductual (Barros et al., 2010; B6 et al.,
2003; Lamothe-Zavaleta et al., 1991; Solano et al., 2005) y la mayor incidencia
de celo en la noche que en ganado B. taurus (Barros et al., 2010; B6 et al.,
2003; Lamothe-Zavaleta et al., 1991). La duracion promedio del estro en B.
indicus es de unas 10 h, con variaciones entre 1,3 y 20 h. Vacas Cebu
también promedian s6lo una monta por hora en el celo y periodos de estro
marcados por una sola monta no son raros (Orihuela. 2000; Solano et al.,
2005).

Se reporta un intervalo de aproximadamente 19 h entre la aparicion del celo
ala ovulacion en novillas Brahman, informes més recientes han mostrado un

intervalo mayor de 25 a 29 h (B¢ et al., 2002; Lamothe-Zavaleta et al., 1991).
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2.9.3.- Protocolos de Transferencia Embrionaria a Tiempo Fijo (TETF) de
receptoras en ambiente tropical.

Los protocolos de Transferencia Embrionaria a Tiempo Fijo (TETF) de
receptoras en ambiente tropical han evolucionado desde protocolos para
inducir superovulacion e IA en donadoras que dependian de la deteccion de
celo a protocolos que sincronizan el crecimiento del foliculo y la ovulacién,
permitiendo una mejora en el manejo de receptoras y TETF (Jones and
Lamb. 2008).

Los protocolos de TETF son redefinidos en receptoras cebuinas en ambiente
tropical usando implantes de progesterona, estradiol y gonadotropina
coriénica equina (eCG; Baruselli et al., 2010).

Tratamientos de estradiol y P4 han ido incrementando su uso en afos
recientes para TETF (B6 et al., 2002). En general, los tratamientos son muy
similares a aquellos usados para inseminacion artificial a tiempo fijo excepto
gue el tratamiento de PGF2a es dado al inicio.

Por consiguiente, las receptoras reciben un implante auricular de 3 mg de
norgestomet de liberacion lenta y unainyeccién i.m. de 2 mg de benzoato de
estradiol (BE) y 50 mg de P4 en el dia 0; PGF2a se da en el dia 5 (1 dia
después de la oleada emergente), el implante de P4 es removido en el dia8y
1 mg,i.m.de BE se da el dia 9. El dia 10 es considerado el dia del estro; por
tanto, el embridon es transferido en el dia 17 en todas las receptoras con un
CL. El anticipo en el tratamiento con PGF2a fue hecho debido a los
resultados de dos experimentos en los cuales se dio PGF2a al inicio (en el
dia 5). Incrementando el diametro del foliculo dominante (13.2 £0.2 v. 11.5
+0.2 mm; P<0.05), las concentraciones en plasma de P4 al momento de la
TETF (6.9 +0.8 v. 5.2+ 0.6 ng mL-1; p=0.08), la proporcion de receptoras
seleccionadas para transferencia (70.5% v. 52.7%; P < 0.02) y el promedio
total de gestacion (41.1% v. 21.5%; P < 0.004), comparada con la
administracién de PGF2a al remover el implante el dia 8 ( B6 et al., 2002).
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El tratamiento con gonadotropina coridnica equina (eCG) en el dia 5 fue
subsecuentemente incluido en el protocolo (B6 et al., 2002: Baruselli et al.,
2010). La adicion de eCG a protocolos TETF basados en P4 resultaron en
una alta proporcion de receptoras seleccionadas con una tasa de prefiez del
50% (Nasser et al., 2004).

Otro protocolo de transferencia de embriones a tiempo fijo utilizado en
receptoras cebuinas en Macuspana, Tabasco, consistia en una inyeccién de
100 pg de un analogo de GnRH y la insercion de un dispositivo de liberacion
prolongada de progesterona, que permanecié durante 7 dias. Después del
retiro del implante, recibieron una inyecciéon intramuscular de 25 mg de
prostaglandina. Cuarenta y ocho horas después de este evento, recibieron
una segunda inyeccion de 100 ug de GnRH analdgico. La TE se realiz6 7 dias
después de la ultima aplicacién analdégica de GnRH (Alarcén et al., 2010).
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2.9.4.- Condicion Corporal (CC) en el ganado cebuino.

El registro de la Condicion Corporal (CC) es un método fiable para evaluar el
estado nutricional de las receptoras. El registro visual de la CC desarrollado
para el ganado vacuno utiliza una escalade 1 a9 (Jones y Lamb. 2008;
Wallace et al., 2011) o de 1 a 5 (Hougthon et al., 1990). La ingesta insuficiente
de energia, proteinas, vitaminas y de micro y macro minerales ha sido
asociada con funcién reproductiva subéptima. De éstos, el balance
energético es probablemente el factor nutricional mas importante
relacionado con la funcién reproductiva pobre en ganado (Jones y Lamb.
2008; Wallace et al., 2011).

Generalmente, las vacas cebuinas no experimentan un periodo de balance
energético negativo después del parto, pero necesitan tener suficiente
condicién corporal para reanudar el ciclo estral después del parto y superar
el anestro y ciclos estrales cortos e involucion uterina para quedar prefiadas
cada afo (Jones y Lamb. 2008).

Solo el 47,2% de las vacas ciclan al comienzo de la temporada de cria; Sin
embargo, cuando la CC aumentd, el porcentaje de vacas que ciclan también
aumentd. Es importante sefialar que cuando las vacas tuvieron una CC
inferior a 2 al comienzo de la temporada de reproduccion, sélo 33.9% habia
reanudado su ciclo estral (Jones y Lamb. 2008).

Un impacto importante sobre la fertilidad postparto es la duracion de la
estacion de cria. Tener una temporada de reproduccién restringida tiene
muchas ventajas, pero lo més importante es que una estacion de cria de 60
dias o0 menos aumenta el porcentaje de receptoras ciclando y la probabilidad
de prefiez durante la proxima temporada de cria. La alimentacién estratégica
para obtener una CC ideal puede lograrse comprendiendo el ciclo de
produccion de la vaca. El periodo de mayor necesidad nutricional ocurre
poco después del parto; una vaca requiere producir leche para un ternero en
crecimiento, recuperar el peso perdido poco antes y después del parto, y

reparar su tracto reproductivo para alcanzar la prefiez dentro de 3 meses
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después del parto. Durante el posparto, generalmente una vaca esta
consumiendo tanto alimento como sea posible, y la mejora de la CC en este
momento a menudo es inutil. Las vacas pastando normalmente consumen
sus requerimientos de proteina, vitaminas y minerales completos, pero la
hierba es a menudo exuberante con un alto porcentaje de humedad que

puede provocar una deficiencia de energia (Jones y Lamb. 2008).
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3.- HIPOTESIS

El uso adecuado de protocolos de transferencia embrionaria a tiempo fijo en
vacas cebuinas en el trépico humedo de México, podria incrementar el

porcentaje de vacas transferibles y el porcentaje de gestacién en el hato.

4.- OBJETIVO GENERAL

Comparar tres protocolos de transferencia embrionaria a tiempo fijo usando
como parametros el porcentaje de vacas transferibles y el porcentaje de

gestacion en el tropico humedo de México.

5.- MATERIALES Y METODOS

Geograficamente la explotacién donde se realizé la experimentacién se
encuentra localizada en el municipio de Palenque, estado de Chiapas,
México. El clima de la regién se clasifica como tropical humedo con lluvias
todo el afio, del tipo Af segun la clasificacién de Koppen (1948). Esta zona es
una de las més lluviosas del pais, en ella la precipitacion pluvial anual varia
entre 3000 a mas de 4500 mm. Tal cantidad de lluvia y su distribuciéon a lo
largo del afio se debe, entre otros factores, a que estas areas estan
expuestas a los vientos del Golfo de México tanto en verano y otofio como
en invierno. La temperatura promedio fluctia de 26 °C a 30°C y la
temperatura media del mes més frio es de 18°C (INEGI. 2010).

MANEJO DE HATO

De un hato de 60 hembras promedio con encaste cebuino en una explotacién
de tipo extensivo, se seleccionaron mediante palpacién rectal un grupo de
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hembras vacias por afio (2009, 2010 y 2011). A las cuales se les aplicoé uno

de tres protocolos en un programa de TETF.

Las hembras se mantuvieron a libre pastoreo en potreros de Zacate estrella

de Africa (Cynodon plectostachyus), Guinea (Panicum maximum) y Jaragua

(Hyparrhenia rufa).

Durante los tres afos del estudio, el manejo de las hembras fue el siguiente:

1.

En el primer y segundo grupo la suplementacion de sales minerales y
vacunaciones fue la misma. En el tercer grupo las sales minerales
fueron controladas y de mejor calidad.

Retiro de sementales 50 dias antes, para evitar incluir en el
experimento vacas con gestaciones muy tempranas que podrian
tomarse como vacias.

Las hembras fueron examinadas previamente por palpacion rectal
para descartar:

a) Alteraciones anatdémicas en el tracto reproductor: especialmente
cervicitis (cérvix cerrados o desviados) que impidan el pase del
catéter de transferencia. Lo que se comprobd con la maniobra
de rutina, con el pase de la pistola de inseminacién americana,
en los protocolos By C.

b) Infecciones clinicas que puedan afectar la fertilidad.

c) Se descartan vacas gestantes.

Se registraron las estructuras ovaricas y se determind la actividad
ovarica ciclica.

Para evaluar las vacas se utilizé la Condicién Corporal en la escala de
1 a5 de Houghton et al. (1990).

En general, se maneja al hato en mangas de madera sin trampa de
contencion, se compactan los animales con separadores de madera
gquedando oprimidos en forma transversal, para aplicar inyecciones o

realizar exploracion rectal.
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En el primer protocolo (aplicado en el afio 2009), se form6 un grupo de 25
vacas receptoras, las que tuvieron una CC de 2.5 promedio en la escala de 1
a 5 de Hougton et al. (1990). Entre ellas quedaron incluidas hembras
lactantes en anestro y hembras ciclando no lactantes (no se realizé paso de
pipeta de IA), a las cuales se les aplico el tratamiento, que se muestra en la
figura 1. El dia 0, aplicacion de un implante por via subcutdnea en la
superficie exterior de la oreja, las vacas se amarraron de la cabeza con lazos
lo que facilito la aplicacion y retiro de los implantes de norgestomet, el cual
contiene 3 mg de norgestomet, al mismo tiempo se les aplicé una inyeccién
i.m. que contiene 3mg/5mg de N/valerato de estradiol (VE). El dia 9 retiro del
implante de la oreja. El dia 10 se toma como el dia del celo. El dia 17 se
transfirieron vacas que presentaron CL >2cm? con embriones obtenidos in
vivo (grado 1, estadios 6 y 7) congelados en glicerol de la raza Blonde
D’Aquitaine. El diagndstico de gestacion se realizé por examen transrectal a

los 120 dias postransferencia embrionaria.

Norgestomet implante Norgestomet Dia
Norgestomet intramuscular retiro del TETF
Valerato de Estradiol estro
| | | |
Dia 0 9 10 17

Fig. 1. TETF 2009. El dia 0, aplicacién de un implante por via subcutanea en la superficie
exterior de la oreja, el cual contiene 3 mg de Norgestomet (N), al mismo tiempo se inyecta
3mg/5mg i.m. de N/Valerato de estradiol (VE). El dia 9 retiro del implante de la oreja. El dia
10 se toma como el dia del celo. El dia 17 se transfirieron vacas que presentaron CL >2cm?,
con 1 embriéon obtenido in vivo (grado 1, estadio 6 o 7) congelado en glicerol de la raza
Blonde D"Aquitaine.

El segundo protocolo (aplicado en el afio 2010), se usaron 20 vacas como
receptoras, las que tuvieron una CC de 2.5 promedio en la escalade 1 a5 de
Houghton et al. (1990). Entre ellas quedaron incluidas hembras lactantes en
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anestro y hembras ciclando no lactantes, probando la normalidad del cérvix
mediante paso de pipeta. Se les aplic6 el tratamiento, que se muestra en la
figura 2. El dia O un CIDER con 1.9 gr. de P4y 2 mg i.m. de BE. El dia 8 retiro
del CIDER, 0.15 mg i.m. de PGF2a. El dia 9, 1 mg i.m. de BE. El dia 10 se toma
como el dia del celo. El dia 17 se transfirieron 16 vacas que presentaron CL
>2cm?, con embriones obtenidos in vivo (grado 1, estadios 6 y 7) congelados
en glicerol de la raza Brangus Negra. El diagnéstico de gestacion se realiz6

por examen transrectal alos 60 dias postransferencia embrionaria.

P4 Dia
aplicacion P4 retiro del TETF
BE PGF2a BE Estro
I I I I I
Dia 0 8 9 10 17

Fig. 2. TETF 2010. El dia 0 aplicacion de un dispositivo intravaginal de 1.9 gr de
progesterona (CIDER) y 2 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE). El dia 8 retiro del CIDER,
0.15 mg i.m. de prostaglandina F2a (PGF2a). El dia 9, 1 mg i.m. de BE. El dia 10 se toma
como el dia del celo. El dia 17 se transfirieron vacas que presentaron CL >2cm?, con 1
embrién obtenido in vivo (grado 1, estadio 6 o 7) congelado en glicerol de la raza Brangus
Negra.

Tercer método (aplicado en el afio 2011), 25 vacas receptoras con CC 2.8
promedio, entre ellas quedaron incluidas hembras lactantes y no lactantes
ciclando, comprobandose la penetrabilidad cervical. Cada vaca se
suplementd desde treinta dias antes del inicio del protocolo con 2 Kg. de
concentrado con 18% de PC, 80 g de sales minerales: Mg, Ca, P, Na; 40 ml de
aceite de maiz, diariamente y hasta la fecha del diagnostico de gestacién.
Ademas, se les aplico el siguiente tratamiento, ver fig. 3. El dia 0 un CIDER, 1
mg i.m. BE, 35mg/350mg i.m. de Selenio/vitamina E. El dia 8 retiro del CIDER,
0.15 mg i.m. de PGF2a, 300 u.i. i.m. de eCG. El dia 9, 0.5 mg i.m. de BE. El dia
10 se toma como el dia del celo. El dia 17 fueron transferidas las hembras
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que presentaron CL >2cm?, con embriones frescos de un toro de la raza
Hereford. 2 embriones fueron transferidos por receptora (grado 1, estadios 7
y 8). El diagnostico de gestacidon se realiz6 por examen transrectal a los 60

dias postransferencia embrionaria.

P4 aplicacion P4 Deteccion
BE PGF2a BE del TETF
SELENIO PMSG estro pm
pm am am
1 1 1 1
Dia 0 8 9 10 17

Fig. 3. TETF 2011. El dia 0, aplicacion de un dispositivo intravaginal de 1.9 gr de
progesterona (CIDER), 1 mg i.m. de benzoato de estradiol (BE) y 35mg/350mg de
Selenio/ADE i.m. El dia 8 retiro del CIDER, 0.15 mg i.m. de prostaglandina F2a (PGF2a), 300
u.i. i.m. de gonadotropina coriénica equina (eCG). El dia 9, 0.5 mg i.m. de BE. El dia 10 se
toma como el dia del celo. El dia 17 se transfirieron 2 embriones fertilizados in vitro (grado 1,
estadios 7y 8) frescos de laraza Hereford a las vacas que presentaron CL >2 cm?:

6.- ANALISIS ESTADISTICO

A pesar de las limitantes metodolégicas que presentan los tres trabajos
independientes que conforman el estudio de caso se compararon tres
protocolos de TETF usando el porcentaje de gestacion (PG). Se aplicé la
prueba “t” para proporciones (Daniel. 2005). Para ello se utilizé el programa
Micro-STAT en su version 1.1 (Lopez y Escobar. 1996).

7.- RESULTADOS

La prueba “t” indicé que hay una diferencia significativa entre los protocolos
de TETF. Usando el porcentaje de gestacion, el protocolo C obtuvo el
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porcentaje de gestacion méas alto que es significativamente mayor a los

porcentajes de los protocolos Ay B (P <0.01), ver tabla 1.

Tabla 1. Comparacién de los protocolos de TETF usando el porcentaje de

gestacion (n° de receptoras prefiadas/transferidas) en Bos indicus X Bos

taurus en el trépico humedo

Protocolo Vacas Vacas Vacas %
Transferidas Gestantes No Gestantes Gestacion
A 20 7 13 35"
B 16 3 13 18.75°
C 23 13 10 56.522

Letras diferentes entre renglones denotan diferencias significativas. Comparacion métodos
Ay B P>0.05 Comparacion métodos Ay C P<0.1. Comparacion métodos By C P < 0.01.

Tabla 2. Eficiencia de los protocolos de TETF (n° de receptoras

tratadas/transferidas) y sus porcentajes de gestacién en Bos indicus x Bos

taurus en el tropico humedo de México en los afios 2009, 2010 y 2011
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Afo # # Total Total de #
receptoras | receptoras | receptoras receptoras receptoras
tratadas tratadas tratadas y su | transferidasy | gestantes
con CL sin CL porcentaje Su porcentaje y su
y su y su porcentaje
porcentaje | porcentaje
2009 | 14(56%)° 11(44%) 25(100%) 20(80%)? 7(35%)
2010 | 4(20%)° 16(80%) 20(100%) 16(80%)? 3(18.75%)
2011 | 8(32%)° 17(68%) 25(100%) 23(92%)? 13(56.52)

Letras diferentes entre columnas denotan diferencias significativas.

Comparacion protocolos 2009 (P < 0.05), 2010y 2011 (P < 0.001).

Gestaciones y partos de los tres protocolos de TETF.

Resultados del protocolo A, de 7 vacas gestantes, parieron 2 vacas, nacieron

3 becerros: un macho y una hembra de parto gemelar y, una hembra. Las

restantes se vendieron cuando el rancho ganadero cambié de giro.

Resultados del protocolo B, parieron 3 vacas, nacieron dos machos y una

hembra, ver fotografia 1.

Fotografia 1.
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Resultados del protocolo C, de 13 vacas gestantes, 11 vacas parieron y dos
abortaron. 7 vacas tuvieron partos gemelares y 4 vacas partos simples, con
un total de 18 crias, de las cuales 16 fueron hembras y 2 machos, ver
fotografia 2.

Fotografia 2.
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8.- DISCUSION

En este trabajo los distintos porcentajes de gestacion obtenidos en los tres

protocolos, ver tabla 1, son consistentes con las grandes diferencias que se
han encontrado en las tasas de gestacion obtenidas con otros protocolos
usados en la TE, debido a su gran variacion, estas disparidades han
afectado negativamente el uso de estos métodos por un gran namero de
productores (Aguilar et al., 2002; Alarcén et al., 2010; Baruselli et al., 2010 B6
et al., 2004).

El protocolo A, aplicado en esta tesis arrojé un porcentaje de gestacion de
35% que se acerca al porcentaje reportado por Reis et al. (2004) de 48.4%,
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estadisticamente hubo diferencias con el protocolo B que fue
significativamente menor (P < 0.05) con un 18.75% de prefiez, estas
diferencias se pueden explicar por varios factores ambientales; en primer
lugar la CC del lote que fue 2.5 promedio y que un alto porcentaje de ellas
tenian becerro al pie; en segundo lugar el mes de mayo, que es el mes en
gue la temperatura ambiental alcanza picos por arriba de los 40°C (ademas
gue se transfirié al mediodia). Fair (2010) reporta reduccion de fertilidad en
vacas expuestas a stress calorico, asimismo, Morton et al. (2007)
demostraron en un andlisis retrospectivo que una carga de calor alta tiene
un efecto detrimental en la tasa de concepcién de hasta 5 semanas antes del
servicio. Este efecto de baja en la calidad del oocito y retardo en el
desarrollo embrionario, habia sido reportado previamente y puede ser
superado por ablacion de la cohorte folicular deteriorada durante dos ciclos
estrales o usando embriones frescos en la transferencia (Fair. 2010). Otro
factor que pudo haber influido en este lote, es que en ningln momento se
les suministr6 alimento balanceado de apoyo. Sin embargo, estos resultados
del protocolo A se pueden considerar superiores a los reportados por Galina
y Arthur (1990) y Alarcon et al. (2010) en el tropico humedo de México del los
cuales se obtuvo un promedio de 28%. El porcentaje de gestacion del
protocolo C de 56.52% es superior al reportado por Reis et al. (2004) de
48.4%, mejorando en un 6%.

Los embriones bovinos que son producidos in vitro son diferentes de su
contraparte obtenidos in vivo. Estas diferencias incluyen no solamente
cambios en la morfologia, color, densidad, numero total de células, su
habilidad para sobrevivir la criopreservacion, sensibilidad al frio, sino
también la relativa abundancia de desarrollo de importantes genes de
trascripcién. El interferon juega un rol importante en la comunicacién
materno-embrionaria y esta es fundamental para el mantenimiento del CL y

para el establecimiento y mantenimiento de la prefiez. Ademas, Stinshof et
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al. (2011), demostraron mayor produccion de interferon-tau2-mRNA (IFNT2)
en embriones producidos in vitro la cual asocian con pobre calidad.

Los porcentajes de gestacion obtenidos en los dos primeros protocolos
(A=35% y B=18.75%) transfiriendo embriones congelados de calidad grado 1,
obtenidos in vivo son menores a los PG del 47.5% promedio con embriones
congelados producidos in vivo después de descongelar y transferir
reportados por Reis et al. (2004. estos resultados se pueden explicar a que
los embriones considerados de buena calidad por microscopia
estereoscoOpica, al momento de ser evaluados con microscopia de luz o
electronica resultan ser de calidad inferior, como lo reportan Aguilar et al.
(2002) y Elsden et al. (1978). El porcentaje de gestacion obtenido con el
tercer protocolo (C=56.52%) transfiriendo embriones frescos de calidad
grado 1, producidos in vitro, son superiores a los PG del 48.4% promedio
con embriones frescos producidos in vitro después de descongelar y
transferir reportados por Reis et al. (2004). Esto podria explicarse a que los
embriones de calidad grado 1 obtenidos in vitro se transfirieron frescos. Sin
embargo, Yao et al. (2009) citados por los mismos autores, no encontraron
ninguna diferencia en la expresion de IFNT2 entre los embriones generados
in vivo e in vitro después de la criopreservacion convencional.

Respecto al porcentaje de gestaciéon obtenido con diferentes grados y
estadios de desarrollo de los embriones transferidos, se sabe que embriones
con desarrollo adelantado de 0.5 a 1 dia al momento de congelar bajan su
porcentaje de viabilidad (Noriega y col. 1995) y consecuentemente las tasas
de prefiez. Los resultados de esta tesis donde se compararon tres
protocolos de TETF usando el porcentaje de gestacion, transfiriendo
Unicamente embriones de grado 1, pero de distintos estadios (6, 7y 8), son
diferentes a los encontrados por BO et al. (2004) quienes sefialan que las
moérulas y blastocistos tempranos tienen un mayor porcentaje de prefiez que

los blastocistos o blastocistos expandidos (P < 0.05).
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Vale la pena resaltar que los resultados del protocolo C, arrojaron también,
que 7 de las vacas gestantes tuvieron partos gemelares y 4 vacas partos
simples, con un total de 18 crias, de las cuales 16 fueron hembras y 2
machos. En funcion de que la fertilizacién de los embriones se realizd con
semen sexado hacia hembras; ademas se aplicaron dos embriones por
receptora. Estos resultados se pueden explicar por factores inherentes al
protocolo empleado ya se apoy6 al lote C de vacas usadas en este estudio
con alimento balanceado un mes antes de la sincronizacién y hasta dos
meses después de la TE, asi como con la administracién de sales minerales:
Mg, Na, P Y Ca, la inyeccion de Selenio-vitamina E, ademas de agregar al
protocolo eCG.

Confirmando que en cualquier protocolo empleado en el tropico humedo de
México, la CC, el manejo y el empleo de sales minerales y hormonas de
apoyo, pueden incrementar significativamente los porcentajes de gestacion.
Por otra parte, estos resultados obtenidos en el protocolo C son
prometedores como una alternativa eficiente en el mejoramiento genético de
cualquier hato ganadero, en especial en el trépico humedo donde los
resultados reportados por otros autores no habian alcanzado el 40% de tasa
de gestacidon en México (Alarcén et al., 2010; Galina y Arthur. 1990).

9.- CONCLUSION
Se concluye que el tercer protocolo aplicado en el aiio 2011 en un programa
de TETF en receptoras Bos indicus x Bos taurus en el trépico humedo

mexicano es el que mayor porcentaje de gestacion produce.

10.- RECOMENDACIONES

Por lo cual surgen las siguientes recomendaciones: transferir a las
receptoras por la mafana (de 06:00 a 09:00 horas) o por la tarde (de 17:00 a
19:00 horas) para evitar el estrés caldrico. Transferir dos embriones frescos

por receptora. Instalar el laboratorio mévil, con clima controlado a una
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temperatura de 27°C cerca del corral de manejo. Se deberan formar equipos
de trabajo que optimicen la sincronizacion y la transferencia embrionaria.
Asimismo, es infructuoso implementar programas de TETF si los animales
en pastoreo no reciben wuna alimentacibn adecuada mediante Ila
suplementacion de grano, sales minerales y aceite de maiz que les permita
mantenerse antes, durante y después de la transferencia en una condicion

corporal por arribade 2.5 en laescalade 1ab5.

11.- ABREVIATURAS

AM: antes meridiano.

ASB: albumina sérica bovina.

BE: benzoato de estradiol.

CC: condicion corporal.

CE: cippionato de estradiol.

CIDER: dispositivo de liberacion lenta de progesterona.
CL: cuerpo lateo.

CS: clorprostenol sédico.

d: dia.

ds: desviacion estandar.

E2: estradiol.

eCG: gonadotropina coriénica equina.

FSH: hormona foliculo estimulante.

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas.
h: hora.

hCG: gonadotropina corionica humana.

hMG: gonadotropina menopausica humana

lIP: intervalo interpartos.

INFT2: interferdn tau 2.

LH: hormona luteinizante.

LHR: receptores de hormona luteinizante.
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N: norgestomet.

PBS: medio modificado de Dulbecco’s

P4: progesterona.

pFSH: hormona foliculo estimulante de origen hipofisario porcino.
PG: porcentaje(s) de gestacion.

PGF2a: prostaglandina F 2 alfa.

pLH: hormona luteinizante de origen hipofisiario.
PM: pasado meridiano.

PMSG: gonadotropina sérica de yegua prefiada.
PP: postpartum.

SFB: suero fetal bovino.

SO: superovulacion.

TD: transferencia directa.

TG: tasa(s) de gestacion.

TETF: transferencia embrionaria a tiempo fijo.
Ul: unidades internacionales.

VE: valerato de estradiol.
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